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1   UVOD 
 
Po odkritju Taq-polimeraze, izolirane iz termofilne bakterije Thermus aquaticus, ki je 
revolucionirala uporabo verižne reakcije s polimerazo (Chien in sod., 1976), se v 
zadnjih desetletjih več in več pozornosti posveča raziskovanju živih bitij, ki so zmožna 
življenja v ekstremnih okoljih (Rampelotto, 2013). Tako imenovani »ekstremofili«, so 
organizmi, ki so prilagojeni življenju na skrajnem robu. Najdemo jih v ekstremno 
vročih izvirih na dnu oceanov pri temperaturah nad 100 °C, v vodah z izjemno visoko 
slanostjo, v ledu kjer temperature padejo pod 0 °C, pri ekstremno visokih pritiskih, pri 
skrajnih mejah pH in v vodah onesnaženih s strupenimi odpadki ali težkimi kovinami 
(Rampelotto, 2013). 
 
Ekstremofilne glive so skupina organizmov, ki so zaradi svoje prilagodljivosti razvile 
zmožnost preživetja v najekstremnejših življenjskih okoljih, kjer drugi organizmi več ne 
uspevajo (Selbmann in sod., 2013). Za poliekstremotolerantne črne kvasovke iz rodu 
Aureobasidium je tako značilna visoka toleranca na različne stresne dejavnike (visoke 
koncentracije soli, izjemno nizke temperature, nizko vodno aktivnost, onesnaženost, 
pomanjkanje hranil,...), zato predstavljajo velik biotehnološki potencial tako v 
raziskovalne, medicinske kot industrijske namene (Gostinčar in sod., 2014).  
 
V rodu Aureobasidium najdemo več različnih vrst kvasovk, od tega štiri vrste, ki so bile 
opisane šele pred kratkim: A. pullulans, A. melanogenum, A. subglaciale in A. namibiae. 
Vse imajo izjemno raznoliko morfološko pestrost in so prisotne v najrazličnejših, tudi 
ekstremnih habitatih (Zalar in sod., 2008). Zanje so značilne predvsem visoka toleranca 
na sol, odpornost na izjemno nizke temperature, možnost izkoriščanja različnih virov 
ogljika, ... (Zalar in sod., 2008). Z določitvijo celotnega genoma štirih vrst črnih 
kvasovk iz rodu Aureobasidium, so raziskovalci ponudili priložnost za identifikacijo 
posameznih genov, ki omogočajo toleranco na kombinacijo stresnih dejavnikov ter 
identifikacijo encimov, ki predstavljajo visok potencial za uporabo v biotehnološke 
namene (Gostinčar in sod., 2014). 
 
Kljub relativno dobremu poznavanju njihovih fizioloških mej rasti in številnih 
biotehnološko zanimivih encimskih aktivnosti je bilo njihovo preučevanje omejeno 
zgolj na en posamezen stresni dejavnik (Gostinčar in sod., 2014).  
 
1.1   NAMEN 
 
Zaradi vse večjih problemov zasoljevanja prsti, ki je najbolj problematično v državah z 
visokimi temperaturami in suhim podnebjem (Rengasamy, 2006), bi preučevanje 
poliekstremotolerantnih evkariontov in njihovih encimov z visoko odpornostjo na nizko 
vodno aktivnost, povišano koncentracijo soli in različne temperature lahko dalo 
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pomemben vpogled na razvoj odpornosti na večje število sočasnih stresnih dejavnikov 
in uporabo pridobljenih znanj v razvoju kmetijsko uporabnih rastlinskih vrst in drugih 
biotehnološko zanimivih panog.  
 
Namen naloge je bil določiti slanostne in temperaturne meje rasti vseh štirih 
preučevanih vrst črnih kvasovk iz rodu Aureobasidium in določiti njihove sposobnosti 
razgradnje različnih virov ogljika, zlasti tistih, ki predstavljajo večjo 
ekološko/biotehnološko relevantnost (celuloza, lignin, ksilan, ...). Pridobljene razlike v 
preučevanih lastnostih smo poizkusili interpretirati s pomočjo razlik v njihovih 
genomskih zaporedjih, ki so jih predhodno določili Gostinčar in sodelavci (2014). 
 
1.2   HIPOTEZE 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
 Različne vrste Aureobasidium spp. bodo imele različne temperaturne in 
slanostne meje rasti: najvišjo temperaturno mejo bo imel A. melanogenum, 
najnižjo A. subglaciale, najvišjo koncentracijo soli bo prenesel A. pullulans. 
 
 Sposobnost rasti pri kombinaciji obeh dejavnikov (temperature in slanosti) bo 
drugačna kot rast pri posameznem dejavniku. 
 
 Med vrstami rodu Aureobasidium bodo razlike v sposobnosti razgradnje 
različnih virov ogljika. 
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2   PREGLED OBJAV 
 
2.1   KVASOVKE 
 
Kvasovke so skupina gliv z dobro definirano celično steno, ki rastejo kot enocelični 
organizmi oziroma je njihov življenjski cikel kombinacija enocelične in hifne oblike. 
Od približno 1500 poznanih vrst vse uvrščamo v dve različni debli in sicer Ascomycota 
in Basidiomycota. Najdemo jih v najrazličnejših glivnih razredih, kar odraža izjemno 
evolucijsko diverziteto in raznolikost biokemijskih lastnosti (Lachance, 2011). 
 
V naravi kvasovke večinoma najdemo v povezavi z drugimi živimi organizmi, 
predvsem z rastlinami, nahajajo pa se tudi v prsti in vodnih okoljih. Zaradi svoje 
nezahtevnosti in izjemno hitre rasti so jih uporabili kot modelni organizem v biokemiji, 
genetiki in molekularni biologiji. Vrsta Saccharomyces cerevisiae pa spada tudi med 
prve ˝udomačene˝ mikroorganizme in je še vedno pomembna v pivovarski, vinarski in 
pekovski industriji (Lachance, 2011).  
 
2.2   ČRNE KVASOVKE 
 
Črne kvasovke vključujejo raznolik nabor gliv, ki po izgledu in obnašanju spominjajo 
na kvasovke, kljub temu, da niso tesno sorodne skupinam, ki jih običajno obravnavamo 
kot ˝kvasovke˝(Lachance, 2011). Definirane so kot ˝filamentozne glive z rjavo-črnimi 
hifami in konidiji, ki v določenih stopnjah razvoja, oziroma v določenih okoljskih 
razmerah preidejo v enocelično fazo rasti, kjer se celice delijo z brstenjem˝ (Urzì in 
sod., 1999). 
 
Črna kvasovka je ˝terminus technicus˝, ki opisuje skupino gliv, ki so tako filogenetsko 
kot taksonomsko gledano precej heterogene, ampak imajo skupne lastnosti – 
melanizirana celična stena in formacija hčerinskih celic z multilateralnim ali polarnim 
brstenjem. Tako nastale hčerinske celice so lahko ujete v matriksu narejenem iz 
ekstracelularnih polisaharidnih substanc. Večina črnih kvasovk se poleg kvasne oblike 
lahko nahaja tudi v obliki micelija, poznajo pa več načinov tvorbe konidijev. Konidiji so 
lahko neseptirani, oziroma imajo do tri lateralne septe. Za nekatere rodove je značilna 
tudi tvorba artrokonidijev iz fragmentiranih hif (Sterflinger, 2006). 
 
Ime so dobile po barvi kolonij, ki se zaradi melanina obarvajo rjavo do črno. Melanin 
služi kot zaščitno sredstvo, ki omogoča temno obarvanim glivam prednost v ekstremnih 
okoljih. Pojavlja se lahko kot granule nakopičene v celični steni, polimeri v citoplazmi, 
zunajcelični polimeri, ki obdajajo glivo ali kot kombinacija dveh ali vseh treh oblik. 
Melanin se pojavlja predvsem kot zaščita pred različnimi vrstami sevanja (UV, 
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radiacija, ...), lahko pa služi tudi kot rastni stimulator rastlinskih semen (Yurlova in 
sod., 2008).  
 
Črne kvasovke uvrščamo tako med bazidiomicete (Basidiomycota) kot askomicete 
(Ascomycota). Med bazidiomicetne črne kvasovke uvrščamo skupini Monilliela in 
Trichosporonoides, katerih filogenetska pozicija še ni dobro določena. Veliko število 
vrst iz obeh rodov je industrijsko pomembnih, medtem ko so z medicinskega vidika 
zanemarljive. V nasprotju z njimi so črne kvasovke iz skupine askomicet pomembne 
tako industrijsko kot tudi v medicini. Med medicinsko pomembnejše sodijo kvasovke iz 
rodu Exophiala, ki spadajo v družino Herpotrichiellaceae, ki se nahajajo v redu 
Chaetothyriales. Celoten red vsebuje številne človeške patogene z najrazličnejšim 
spektrom kliničnih okužb. Med industrijsko pomembnejše pa spadajo črne kvasovke iz 
reda Dothideales (ki vključuje tudi anamorfen rod Aureobasidium in njegove 
sorodnike), ki so večinoma saprofitske in vključujejo le majhen delež klinično 
pomembnih patogenov (Yurlova in sod., 2008).  
 
Taksonomija črnih kvasovk je lahko izredno težavna zaradi njihovega pleomorfizma. Za 
nekatere seve je značilno tudi menjavanje morfologije zaradi spreminjajočih se stresnih 
dejavnikov v okolju, poleg tega je za nekatere značilen tudi anamorfizem (Urzì in sod., 
1999). 
 
2.3   RED DOTHIDEALES (Dothideomycetes) 
 
Red Dothideales prvič omenja Lindau (1897) ko je vseboval zgolj eno družino 
Dothideacea. V naslednjih 100 letih je bilo vanj vključenih ali iz njega odvzetih še 
precej novih družin, glede na to, katerim lastnostim so avtorji namenili večjo težo pri 
klasifikaciji (Thambugala in sod., 2014). Črne kvasovke iz tega reda igrajo pomembno 
vlogo pri počrnitvi kamnov in arhitekturnih površin ter pri preperevanju marmorja in 
apnenca. Bile so tudi najpogostejša skupina gliv, ki so jih izolirali v prsti, ki je bila 
onesnažena s sevanjem po Černobilski jedrski nesreči. Večina je sposobna aktivne rasti 
v ekstremnih ekoloških habitatih, kot so življenje v okoljih z nizko vodno aktivnostjo, 
visokimi temperaturami, visokim sončnim sevanjem, prisotnostjo radioaktivnih 
elementov s kratko in dolgo razpolovno dobo ter v okoljih, kjer primanjkuje virov hranil 
in energije (Yurlova in sod., 2008).  
 
2.4   ROD Aureobasidium 
 
Aureobasidium Viala & Boyer je rod črnih kvasovk ki vključuje vrste s sinhronizirano 
produkcijo konidijev in celice s hialino konidiogenezo. Predstavniki tega rodu 
proizvajajo enocelične konidije raznolikih oblik, ki vključuje terminalne, lateralne in 
interkalarne konidije. Vrste tega rodu so ubikvitarne in najdene v različnih habitatih 
Šturm L. Fiziološke meje rasti in opis izbranih encimskih aktivnosti štirih vrst gliv rodu Aureobasidium.  






širom sveta ter imajo različne življenjske stile, od saprofitov, rastlinskih endofitov do 
patogenov in oportunističnih človeških patogenov (Arzanlou in Khodaei, 2012). 
 
Rastejo lahko kot brsteče kvasovke ali v obliki temnega oziroma hialinega micelija, 
odvisno od okoljskih dejavnikov in (pod)vrste. Na gojišču MEA (agarno gojišče s 
sladno osnovo) lahko opazujemo naslednje značilnosti: gladke, hialine tankostenske 
hife, katerih premer ne presega 13 µm. Pretvorba tankostenskih hialinih hif v 
debelostenske črno-rjave hife je odvisna od posamezne (pod)vrste in se pri nekaterih 
pojavlja lokalno pri starejših kolonijah, pri drugih pa precej kmalu v celotni koloniji. Te 
debelostenske hife lahko delujejo kot veriga klamidospor, oziroma razpadejo na 
posamezne enote, ki jim pravimo klamidospore ali klamidokonidiji. Konidiogene celice 
so nediferencirane, konidiji pa nastajajo istočasno v tesnih skupkih. Hialini konidiji so 
enocelični, gladki, elipsoidni in se razlikujejo v obliki in velikosti, medtem ko so 
klamidokonidiji eno ali dvocelični in večji od hialinih konidijev (Van Nieuwenhuijzen, 
2014). Zaradi svoje narave se lahko pritrjujejo na različne vlažne površine tako v kvasni 
kot v hifni obliki (Gostinčar in sod., 2009). 
 
Za rod je značilna poliekstremotoleranca na različne stresne dejavnike v okolju, 
produkcija različnih encimov in antibiotikov ter uporaba pri biološki kontroli sadja in 
žit, kar ima velik biotehnološki potencial (Gostinčar in sod., 2014). V zadnjem času je 
pozornost pritegnila tudi uporaba pri ˝barvanju˝ lesa, ki omogoča naravno zaščito le 
tega (Van Nieuwenhuijzen in sod., 2016). V industriji je rod pomemben zaradi 
proizvajanja ekstracelularnega polisaharida polulana (Zalar in sod., 2008). 
 
Rod Aureobasidium vsebuje 27 različnih predstavnikov (vrste in varietete), med 
katerimi je daleč najbolje raziskana vrsta Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud 
1918. Kljub temu, da je bilo predlagano razlikovanje med varietetami in oblikami, se v 
podatkovnih zbirkah običajno omenja le ime A. pullulans.  
 
2.4.1 Aureobasidium pullulans in njegove varietete 
 
Aureobasidium pullulans je poliekstremotolerantna gliva z znatnim biotehniškim 
potencialom. Je ubikvitaren oligotrof, ki je razširjen v okoljih s spreminjajočo se vodno 
aktivnostjo. Suhe celice so izredno mobilne zaradi sposobnosti, da se prenašajo po 
zraku, kar omogoča še večjo razširjenost (Gostinčar in sod., 2009). Najdemo jo v 
tropskih, zmernih in polarnih območjih. Pogosta je njena asociacija z rastlinami, tako v 
filosferi kot epifit ali endofit, v kokosovi vodi, na skladiščenem ječmenu, grozdnih 
jagodah in ostalem svežem sadju ter zelenjavi, najdena pa je bila tudi na živalih, kot so 
morske kozice (Gostinčar in sod., 2014; Van Nieuwenhuijzen, 2014). Našli so jo celo v 
drugih, skrajno neobičajnih habitatih: obalna voda z visoko koncentracijo soli, 
onesnažena voda, ledeniški led in druga polarna okolja, ohlajena, zamrznjena, soljena 
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ali posušena hrana, različni habitati znotraj hiš (pomivalni stroji, voda iz pipe, 
kopalniške površine, prah), rezervoarji za gorivo letal, površina človeške kože, površine 
sintetičnih polimerov, na razpadajočem poliuretanu in razpadajoči PVC (polivinilklorid) 
plastiki. Vrsta naj bi povzročala tudi različne lokalne in sistemske infekcije pri človeku, 
čeprav zelo redko (Gostinčar in sod., 2011; 2014).  
 
Makromorfologija kolonij je večinoma gladka, redko puhasto nazobčana. Različne vrste 
in izolati so lahko svetlečega, sluzastega ali ˝mat˝ videza. Rob kolonije je lahko gladek 
ali naguban. Redko se lahko tvori tudi zračni micelij. Kolonije so na trdnem gojišču 
različno obarvane glede na starost. Mlade so običajno bledo do izrazito rožnate, oranžne 
in/ali rjavo bež, medtem ko so starejše kolonije zelenkasto sive do popolnoma črne. 
Obarvanost posameznega izolata lahko variira glede na tip trdnega gojišča in se 
spreminja s starostjo kolonije. Črna barva se lahko pojavi že po nekaj dnevih, včasih 
tednih, nekateri izolati pa se črno obarvajo zgolj pod določenimi pogoji. Razlog za črno 
obarvanje kolonij je tvorba klamidospor, ki vsebujejo melanin (Van Nieuwenhuijzen, 
2014). Ob okoljskem stresu lahko celice reagirajo s hitrim dimorfnim preklopom iz 
majhnih brezbarvnih kvasnih celic v debelostenske, močno melanizirane meristemske 
oblike (Gostinčar in sod., 2009; 2014). 
 
Pri tropskih izolatih A. pullulans na gojišču MEA, so pri mladih kolonijah opazili tudi 
rast polimorfnih oblik z blastosporami, napihnjenimi celicami in pseudohifami, medtem 
ko so pri starejših kolonijah opazne hife in klamidospore (Van Nieuwenhuijzen, 2014).  
 
Zaradi signifikantnih razlik med izolati vrste je bilo prvotno opisanih več različnih 
varietet. Na podlagi analize genomov (multilokusna analiza) različnih izolatov širom 
sveta, so Gostinčar in sod. (2014) predhodne  varietete znotraj vrste A. pullulans 
povzdignili na nivo samostojnih vrst:  
 
 Aureobasidium melanogenum (Hermanides-Njihof) Zalar, Gostinčar, Gunde-
Cimerman, stat. nov. MycoBank MB807698; prej A. pullulans var. 
melanogenum Hermanides-Njihof, Stud. Mycol. 15:161, 1977. MycoBank 
MB352628. 
 Aureobasidium subglaciale (Zalar, de Hoog & Gunde-Cimerman) Zalar, 
Gostinčar, Gunde-Cimerman, stat. nov. MycoBank807700; prej A. pullulans var. 
subglaciale Zalar, de Hoog & Gunde-Cimerman Stud. Mycol. 61:33, 2008. 
MycoBank MB512380. 
 Aureobasidium namibiae (Zalar, de Hoog & Gunde-Cimerman) Zalar, 
Gostinčar, Gunde-Cimerman, stat. nov. MycoBank MB807701; prej 
Aureobasidium pullulans var. namibiae Zalar, de Hoog & Gunde-Cimerman, 
Stud. Mycol. 61:34, 2008. MycoBank MB512381. 
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Dve izmed štirih novo definiranih vrst sta prisotni po celem svetu v najrazličnejših 
okoljih (A. pullulans, A. melanogenum), medtem ko so predstavnike dveh izolirali zgolj 
na posameznih lokacijah oziroma v posameznih okoljih (A. subglaciale, A. namibiae). 
Pri naši magistrski nalogi smo tako uporabili štiri reprezentančne seve iz tega rodu, ki 
imajo sekvencirano genomsko zaporedje, in sicer sev Aureobasidium pullulans 
EXF-150, ki so ga izolirali iz slane vode Sečoveljskih solin v Sloveniji (Gunde-
Cimerman in sod., 2000), sev Aureobasidium melanogenum EXF-3378, izoliran iz 
javnega vodnjaka v Bangkoku na Tajskem (Zalar in sod., 2008), sev Aureobasidium 
subglaciale EXF-2481, ki so ga izolirali iz ledeniške morske vode na otočju Svalbard na 
Norveškem (Gunde-Cimerman in sod., 2003) ter sev Aureobasidium namibiae 
EXF-3398, ki so ga izolirali iz marmorja v Afriški puščavi Namib (Zalar in sod., 2008).  
 
Vse štiri na novo definirane vrste gliv so si med seboj izredno sorodne, kljub temu pa 
kažejo določene fiziološke in fenotipske razlike: 
 
Vrsto A. pullulans običajno najdemo v rahlo osmotskih okoljih in je večinoma povezana 
z rastlinami, tolerira pa lahko visoke koncentracije NaCl (natrijev klorid), in sicer kar do 
17 % (največ med vsemi štirimi vrstami) (Gostinčar in sod., 2014). Za seve izolirane iz 
površine sadja v Franciji velja, da so kolonije na gojišču MEA/PDA (krompirjev 
dekstrozni agar) pri 25 °C po 7 dneh gladke in sluzaste zaradi obilne sporulacije. 
Kolonije so rožnatih in rumenih odtenkov, črno pigmentirane hife ali konidiji pa se 
začenjajo pojavljati pri nekaterih sevih po 14 dneh. Rob kolonije je sestavljen iz 
pajčevinastega micelija. Zračni micelij se razen pri redkih izjemah ne pojavlja. Nekateri 
sevi so v celoti filamentozni. Vegetativne hife so hialine, gladke, tankostenske. 
Konidiogene celice na hialinih hifah so nediferencirane, interkalarne ali terminalne. 
Tvorba konidijev je sočasna iz tesnih skupkov. Brstenje hialinih celic in temno rjavih 
konidijev je pogosto vidno, kjer so sekundarni konidiji manjši od primarnih. 
Endokonidiji so včasih vidni v interkalarnih celicah. Vrsta najbolje raste pri 25 °C, njen 
minimum in maksimum pa sta 4 °C in 30 °C (Zalar in sod., 2008). 
 
Vrsta A. melanogenum je bila največkrat izolirana iz vodnih oligotrofnih okolij in raste 
pri temperaturi 37 °C, kjer ostale tri vrste ne rastejo več (Gostinčar in sod., 2014). Pri 
preučevanih sevih so na gojišču MEA/PDA pri 25 °C po 7 dneh vidne gladke in sluzaste 
kolonije zaradi obilne sporulacije in tvorbe EPS (ekstracelularne polisaharidne 
substance). Center je olivno zelen do črn, proti robu pa se barva spreminja iz najprej 
temnejše rumene v belo na samem robu. Rob je pajčevinasto razrasel do gost z 
valovitimi hifami, ki rastejo v gojišče. Po 14 dneh je celotna kolonija zeleno-črna. 
Zračni micelij se tvori na posameznih delih kolonije. Vegetativne hife so v centralnem 
delu kolonije temno rjave, gladke do včasih rahlo nagubane z  debelimi stenami. Na 
robu kolonije pa so hialine, gladke in tankostenske, s starostjo pa se debelijo in 
potemnijo. Konidiogene celice so nediferencirane, interkalarne ali terminalne. Tvorba 
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konidijev je sočasna iz tesnih skupkov. Brstenje hialinih celic in temno rjavih konidijev 
pogosto vidno, kjer so sekundarni konidiji manjši od primarnih. Endokonidiji niso 
vidni. Vrsta prenese do 10 % koncentracijo NaCl, optimum rasti (30 °C) in njen 
minimum (10 °C) pa sta nekoliko višja kot pri drugih sorodnih vrstah (Zalar in sod., 
2008). 
 
Vrsta A. subglaciale je edinstvena zaradi svoje psihrotolerantne narave (raste pri 
temperaturi 4 °C) in se pojavljanja zgolj v ledeniškem okolju (Gostinčar in sod., 2014). 
Pri izolatih iz Svalbarda na Norveškem so kolonije na gojišču MEA/PDA pri 25 °C po 
7 dneh na videz gladke in ˝mat˝ videza zaradi obilne sporulacije. Večinoma so rožnate, 
včasih belkaste ali svetlo oranžne. Po 14 dneh kolonije ostanejo rožnate, rob kolonij pa 
se pri nekaterih izolatih obarva temno rjavo. Rob je sestavljen iz gostih, valovitih, 
spojenih, razvejanih hif. Zračnega micelija ni. Vegetativne hife so hialine, gladke in 
tankostenske, v starejših kulturah pretvorjene v debelostenske temno rjave hife. 
Konidiogene celice so večinoma nediferencirane, interkalarne ali terminalne, včasih 
razvite v skupkih kot konidioforam podobne strukture. Konidiji se večinoma tvorijo 
sinhrono iz tesnih skupkov, lahko pa tudi po celotni dolžini iz kratkih lateralnih vej. 
Brstenje je vidno, kjer so sekundarni konidiji manjši od primarnih. Endokonidiji so 
vidni, včasih prisotni v interkalarnih celicah. Izolati tolerirajo do 10 % koncentracijo 
NaCl, minimalna temperatura rasti je pri 4 °C, maksimalna in optimalna pa pri 25 °C 
(Zalar in sod., 2008). 
 
Vrsta A. namibiae je bila poimenovana po enem samem izolatu, ki so ga uspeli pridobiti 
iz marmorja v puščavi Namib (Gostinčar in sod., 2014). Pri njem so kolonije na gojišču 
PDA pri 25 °C po 7 dneh gladke in svetleče zaradi obilne sporulacije. Pri istem izolatu 
so kolonije na gojišču MEA pri 25 °C po 7 dneh na videz gladke in svetleče, zaradi 
usnjene strukture kolonij. Roza-rjav centralni del prehaja v belo-rumen rob. Rob je 
zgrajen iz nizkega zračnega micelija Kolonije so oranžno-bele, z olivno zelenim 
centrom, včasih hifne. Zračnega micelija ni. Vegetativne hife so hialine, gladke, 
tankostenske, lokalno pa preobražene v debelostenske temno rjave hife.  Konidiogene 
celice so nediferencirane, interkalarne ali terminalne ali na večjih spremenjenih 
konidijih. Konidiji se tvorijo sinhrono iz tesnih skupkov, kasneje pa tudi po celotni 
dolžini iz kratkih lateralnih vej. Brstenje pogosto vidno, kjer so sekundarni konidiji 
manjši od primarnih. Endokonidiji niso vidni. Izolat tolerira do 10 % koncentracijo 
NaCl, minimalna temperatura rasti je pri 10 °C, maksimalna pri 30 °C in optimalna pri 
25 °C (Zalar in sod., 2008). 
 
Med vsemi štirimi vrstami je zaznaven visok nivo polimorfizma, zaradi svoje 
edinstvene morfologije kolonij, pogostega menjavanja videza in temperaturnega režima 
rasti, različnih potreb po nutrientih ter morfoloških odzivov na svetlobo pa so bile vrste 
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predlagane kot model za raziskovanje glivne fenotipske plastičnosti (Gostinčar in sod., 
2014). 
 
2.5 FIZIOLOŠKE PRILAGODITVE NA OSMOTSKI STRES Z VISOKIMI 
KONCENTRACIJAMI SOLI 
 
Vrste iz rodu Aureobasidium so znane kot halotolerantne glive z visoko toleranco na 
sol. Zato jih najdemo tudi v okoljih kot so marmorne površine, soljena hrana in solinski 
bazeni (Van Nieuwenhuijzen, 2014; Zalar in sod., 2008). Klub visoki halotoleranci pa 
vrste iz rodu Aureobasidium vseeno bolje uspevajo v okoljih z nizkimi koncentracijami 
soli, zato se rast kolonij ob višjih koncentracijah soli upočasni (Kogej in sod., 2005). V 
slanih okoljih se celice srečujejo z vrsto problemov, kot so nizka vodna aktivnost ob 
visoki osmolarnosti, visoke koncentracije ionov zunaj in znotraj celice ter povišane 
koncentracije toksičnih ionov. Odpornost na taka okolja so posledica različnih 
evolucijskih prilagoditev, ki vključujejo sintezo kompatibilnih topljencev, aktiven 
transport različnih ionov prek membrane v in iz celice ter spreminjanje fluidnosti 
membrane in njene sestave.  
 
Produkcija kompatibilnih topljencev: je najpogostejša in ena najpomembnejših oblik 
prilagajanja na nizke vodne aktivnosti in višje koncentracije soli v okolju. Študije na 
kvasovki Saccharomyces cerevisiae in Hortaea werneckii so pokazale, da eno izmed 
najpomembnejših vlog pri tem igra sinteza molekul glicerola (Zajc in sod., 2013). Tudi 
pri kvasovkah Aureobasidium se koncentracija glicerola ob povečanih koncentracijah 
soli izredno poveča, in sicer iz komaj zaznavne na do celo 1,89 mg/mg proteinov. 
Glicerol se uravnava po poti odziva na visoko osmolarnost (pot HOG), ki jo regulirajo z 
mitogenom-aktivirane protein kinaze (MAPK) (Gostinčar in sod., 2014). Poleg 
povišanih koncentracij glicerola se tvorijo tudi drugi tako imenovani komplementarni 
topljenci. Na primer podvoji se koncentracija manitola, ki, kot kažejo raziskave na 
S. cerevisiae, lahko deluje tudi kot nadomestek za glicerol, v primeru, ko je njegova 
sinteza inhibirana. Koncentracija trehaloze se pri tem bistveno ne poveča. Se pa njena 
koncentracija poveča ob sočasnem stresu zaradi povišanih koncentracij soli in 
temperatur, ko se povečata tako koncentracija trehaloze, kot tudi manitola, kar je 
značilno za stres povzročen zaradi povišane temperature. Koncentracija glicerola se ob 
tem bistveno ne spremeni (Managbanag in Torzilli, 2002).  
 
Aktivno izčrpavanje in uravnavanje ionov v celici: glive Aureobasidium so znane kot 
izključevalci natrijevih ionov, kar pomeni, da se koncentracija teh znotraj celice ob 
višjih koncentracijah soli v okolju ne poveča. Aureobasidium kvasovke, ki rastejo v 
okolju z nizko koncentracijo NaCl imajo visoko razmerje K+ (kalijev ion)/Na+ (natrijev 
ion) ionov znotraj celice, ki pa se ob dodajanju NaCl do 10 % začne zmanjševati. Ko 
koncentracije NaCl v okolju presežejo 10 % se začne koncentracija K+ ionov ponovno 
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dvigati, koncentracija Na+ pa se zmanjša. Pri celicah, ki na sol še niso prilagojene se ob 
hitrem dvigu osmolarnosti zaradi dodatka NaCl, razmerje začasno poruši. Koncentracija 
ionov K+ takrat pade, poveča pa se koncentracija ionov Na+. Po določenem času se 
razmerje ustali na normalno raven. Pri glivah, ki so na sol že prilagojene pa se ob hitrem 
povečanju osmolarnosti začasno poveča le koncentracija Na+ znotraj celice, 
koncentracije K+ pa ostanejo nespremenjene. To narekuje nujno prisotnost dobrih 
regulatornih mehanizmov v celični membrani, ki aktivno izčrpavajo toksične natrijeve 
ione iz celice (Kogej in sod., 2005). Najpomembnejši med njimi so različni kovinski 
kationski transporterji, ki uravnavajo pretok nekaterih ionov ter akvaporini in 
akvagliceroporini, ki uravnavajo pretok vode  iz in v celico ter so najdejavnejši ob hitrih 
osmotskih spremembah. Pri tem preseneča visoka genetska pestrost, kjer v določenih 
vrstah akvaporine in akvagliceroporine kodira kar do 12 različnih genov, kar je značilno 
za rastline in sesalce, ne pa tudi za glive. Zaradi halotolerantne narave ne preseneča tudi 
duplikacija nekaterih genov za kationske prenašalce, predvsem tiste, ki so usmerjeni na 
regulacijo K+ in Na+ ionov. Kljub temu pa je nenavadno, da se nekatere skupine teh 
prenašalcev pojavljajo v rodu Aureobasidium, ne pa tudi pri nekaterih halofilnih glivah 
kot je Hortaea werneckii ali Wallemia ichthyophaga (Gostinčar in sod., 2014; Blomberg 
in Adler, 1992). 
 
Povišana fluidnost membrane in sprememba njene sestave: Na fluidnost membrane 
poleg temperature vpliva tudi povišana koncentracija soli v okolju in se ob povečani 
koncentraciji soli ali zmanjša (nekateri arktični izolati A. pullulans) ali pa se poveča 
(solinski izolati A. pullulans), razliko pa pripisujejo vsebnosti melanina znotraj 
protoplasta (Turk in sod., 2007). Aureobasidium kvasovke imajo izredno prilagodljivo 
membransko fluidnost, ki jo regulirajo na tri glavne načine. Prvi je s kontroliranjem 
razmerja med sterolnimi skupinami in fosfolipidnimi skupinami v membrani, ki je pri 
rodu Aureobasidium ob povečanih koncentracijah soli minimalen in nima večjega 
vpliva na fluidnost membrane. V membrani od sterolov prevladuje ergosterol (kar do 
61 %), identificirali pa so še 23 različnih sterolov. Ob povečanju njihove koncentracije 
postane membrana manj fluidna. Med fosfolipidi prevladujeta fosfatidilholin in 
fosfatidiletanolamin, podobno kot pri ostalih glivah (Turk in sod., 2004). Drugi način z 
glavno vlogo predstavlja spreminjanje koncentracije nasičenih in nenasičenih 
maščobnih kislin. Koncentracijo nenasičenih maščobnih kislin celica kontrolira z 
različnimi encimi, najpomembnejši skupini sta elongaze in desaturaze. Elongaze imajo 
vlogo podaljševanja maščobnih kislin, desaturaze pa iz maščobne kisline odstranjujejo 
po dva vodikova atoma in ustvarjajo dvojno vez v verigi, kar nasičeno maščobno kislino 
spremeni v nenasičeno. Ob višjih koncentracijah soli so elongaze in desaturaze 
aktivnejše, kar pomeni, da membrana vsebuje več nenasičenih maščobnih kislin in je 
zato fluidnejša (Gostinčar in sod., 2008). Tretji tip regulacije predstavlja spreminjanje 
narave polarnih skupin na glavi fosfolipidov, a ima na fluidnost membrane le manjši 
učinek (Turk in sod., 2004).  
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2.6   FIZIOLOŠKE PRILAGODITVE NA TEMPERATURNI STRES  
 
Poleg prilagoditve na visoke koncentracije soli so vse vrste iz rodu Aureobasidium 
dobro prilagojene tudi na okolja z nizkimi (4 °C-10 °C) in relativno visokimi (30 °C-
37 °C) temperaturami (Gostinčar in sod., 2014; Van Nieuwenhuijzen, 2014; Zalar in 
sod., 2008). Tako so sposobne naseliti okolja kot so ledeniki in ledeniške vode (Zalar in 
sod., 2008), izolirane so bile v izredno hladnih okoljih iz permafrosta, rastlinske 
vegetacije in snega (Gunde-Cimerman in sod., 2003), lahko pa se pojavljajo tudi kot 
človeški patogeni (Gostinčar in sod., 2014; Van Nieuwenhuijzen, 2014). Prilagoditve na 
temperaturni stres se nekoliko razlikujejo glede na to ali gre za visoke ali nizke 
temperature: 
 
Prilagoditve na visoke temperature: Na povišanje temperature se celica odzove na 
različne načine, pri kvasovki S. cerevisiae pa sta dva izmed pomembnejših  produkcija 
kompatibilnih topljencev, predvsem trehaloze, in sinteza tako imenovanih proteinov 
vročinskega temperaturnega šoka (HSP). Pri tem igrajo HSP manjšo vlogo, saj ob 
njihovi inhibiciji toleranca na povišane temperature ni kritično prizadeta. To nakazuje 
tudi, da HSP niso unikatni, ampak so pri tem udeleženi tudi drugi celični mehanizmi. 
Pomembnost produkcije trehaloze se kaže tudi ob dejstvu, da se pri kombinaciji tako 
osmotskega kot temperaturnega stresa sintetizira slednja in ne glicerol, katerega sinteza 
je značilna za osmotski šok. Tudi pri rodu Aureobasidium ima eno glavnih vlog 
podvojitev koncentracije disaharida trehaloze znotraj celice, poleg tega pa se povečajo 
tudi koncentracije manitola (Managbanag in Torzilli, 2002). 
 
Ključni dejavnik igra tudi fluidnost in prilagajanje fluidnosti celične membrane, ki se z 
dvigom temperature zmanjša. Kvasovke rodu Aureobasidium so izredno prilagodljive, 
kar se tiče temperaturnih maksimumov in minimumov, za kar je potrebno izredno hitro 
spreminjati fluidnost membrane v odvisnosti od trenutnih temperatur. Predvsem je 
ključna njena visoka prilagodljivost s pomočjo povečanja/zmanjšanja koncentracije 
nasičenih maščobnih kislin (predvsem C16 in C18) oziroma s spreminjanjem razmerja 
med koncentracijo sterolov in fosfolipidov v membrani. Najboljšo prilagodljivost 
fluidnosti membrane imajo tako sevi vrste A. subglaciale, ki so bili do sedaj izolirani 
zgolj iz ledenikov otočja Svalbard. Nekoliko manj, a še vedno dobro prilagodljivost 
membrane pa imajo sevi, izolirani iz tropskih predelov. Ker je rastni optimum pri teh 
kvasovkah med 20 °C in 28 °C, morajo sevi, ki živijo v okoljih z večjim nihanjem 
temperatur imeti boljšo prilagodljivost le-te (Turk in sod., 2011). Na splošno imajo sevi 
Aureobasidium povprečno fluidnost membrane, kar odraža globalno prisotnost in 
prilagojenost na različna okolja (Turk in sod., 2004). Tako kot pri stresu ob previsokih 
koncentracijah soli, je tudi ob povišanih temperaturah uravnavanje fluidnosti membrane 
izredno podobno. 
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Prilagoditev na nizke temperature: Največji problem nizkih temperatur je pojavljanje 
ledenih kristalov, ki lahko poškodujejo celico (še posebej, če se tvorijo v sami celici) in 
posledično znižana vodna aktivnost ob sočasnem povečanju koncentracije soli zaradi 
zmrzovanja vode. Tako so prilagoditve celic na nizke temperature podobne 
prilagoditvam na visoke koncentracije soli. Pri tem je še posebej pomembna produkcija 
kompatibilnih topljencev, predvsem manjših poliolov (glicerol) in sladkorjev 
(trehaloza). Ti sočasno preprečujejo zmrzovanje vode znotraj celice in obenem povečajo 
osmotski tlak v njej, kar omogoča lažji privzem vode iz okolja. Zaradi podobnosti med 
prilagoditvami na nizko vodno aktivnost, visoke koncentracije soli in nizko temperaturo 
obstaja možnost, da so se te prilagoditve razvile sočasno (Gunde-Cimerman in sod., 
2003). Eno od ključnih funkcij igra tudi fluidnost membrane. Zaradi nizkih temperatur 
imajo kvasovke, ki živijo v teh okoljih povečano membransko fluidnost, kar še posebej 
velja za izolate iz arktičnih okolij (A. subglaciale). To uravnavajo predvsem z regulacijo 
koncentracije nenasičenih maščobnih kislin v membrani (Turk in sod., 2004). Glive, ki 
rastejo v hladnih okoljih spremenijo tudi nivo metabolizma, kar se odraža v upočasnjeni 
rasti in sintezi encimov, ki bolje delujejo v hladnejših okoljih. Prav tako je poznana 
sinteza proteinov hladnega temperaturnega šoka (CSP) in proteinskih krioprotektantov, 
ki preprečujejo  tvorbo ledenih kristalov v celici. Klub dejstvu, da lahko večina vrst iz 
rodu Aureobasidium raste tudi pri temperaturah okoli 0 °C, vrste štejemo med 
fakultativno psihrofilne, saj je njihov optimum rasti še vedno višji od 20 °C (Buzzini in 
sod., 2012). 
 
2.7   ZUNAJCELIČNA ENCIMSKA AKTIVNOST IN RAZNOVRSTNOST 
 
Za vrste rodu Aureobasidium je bil opisan nenavadno visok spekter ekstracelularnih 
encimskih aktivnosti, med katerimi je veliko takih, ki imajo visok biotehnološki 
potencial. Z in silico analizami genomskega zaporedja so predvideli, da naj bi 
A. pullulans sintetiziral kar 869 proteinov, ki se izločajo iz celice (7,3 % predvidenega 
proteoma), A. melanogenum 725 (6,8 % predvidenega proteoma), A. subglaciale 813 
(7,5 % predvidenega proteoma) in A. namibiae 734 (7,1 % predvidenega proteoma) 
(Gostinčar in sod., 2014). 
 
Največja skupina teh proteinov je podobna encimom, ki razgrajujejo ogljikove hidrate 
(41,1-45,8 % vseh izločenih proteinov). Večina teh so glikozidne hidrolaze, ki 
razgrajujejo kompleksne sladkorje (Gostinčar in sod., 2014). Znano je, da v določenih 
pogojih raziskovani sevi Aureobasidium kvasovk producirajo izjemno velike količine 
zelo specifičnih ksilanaz, ki razgrajujejo polisaharid sestavljen iz posameznih enot 
ksiloze,  ksilan. Ta spada med hemiceluloze, ki jih najdemo v lesu (Leathers, 1986). 
Prav tako so pri nekaterih sevih raziskovalci dokazali encimske aktivnosti drugih 
glikozidnih hidrolaz, kot so pektinske hidrolaze, pektinske liaze (Manachini in sod., 
1988), poligalakturonaze, ramnozidaze, ramnogalakturonil hidrolaze in pektin esteraze, 
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ki razgrajujejo pektin, ki se nahaja v vseh kopenskih rastlinskih celicah, hitinaze in 
različne celulaze ter hemicelulaze za razgrajevanja rastlinskih celičnih sten. Pojavljajo 
se tudi encimi kutinaze za razgrajevanje kutikule rastlinskih celic, zanimiv pa je tudi 
izredno bogat nabor tanaz oziroma tanin-acil hidrolaz, ki razgrajujejo tanine. 
Presenetljivo je, da je raznovrstnost teh encimov celo večja, kot pri nekaterih rastlinskih 
parazitskih glivah (Gostinčar in sod., 2014). Vrste prav tako vsebujejo encime, za 
razgrajevanje nekaterih lažje razgradljivih polisaharidov, kot je na primer škrob 
(glukoamilaze) (Li in sod., 2007). Visoka raznolikost glikozidnih hidrolaz potrjuje 
njihovo primarno vlogo saprofitov in rastlinskih endofitov (Gostinčar in sod., 2014; 
Arzanlou in Khodaei, 2012). 
 
Druga večja skupina so encimi za razgrajevanje proteinov, peptidaze. Največje družine 
peptidaz so serinske peptidaze, aspartamske peptidaze, metalo peptidaze, glutaminske 
peptidaze, cisteinske peptidaze in treoninske peptidaze. Družine iz skupine peptidaznih 
encimov so še posebej dobro zastopane pri vrsti A. melanogenum, ki se lahko pojavlja 
tudi kot oportunistični človeški patogen (Gostinčar in sod., 2014). Pri morskih izolatih 
so posebej dobro zastopane alkalne proteaze, ki najbolje delujejo pri alkalnem pH 
(optimum pri pH=9) (Chi in sod., 2007). 
 
Poleg teh dveh večjih skupin, vsebujejo vrste rodu Aureobasidium tudi skupine 
proteinov, ki delujejo kot encimi za razgrajevanje lipidov (lipaze) in vodikovega 
peroksida (peroksidaze), 10 % vseh pa ima še druge, pomembne funkcije. Tak primer 
predstavljajo biotehnološko izredno zanimivi encimi monooksigenaze, dioksigenaze in 
depolimeraze, ki služijo za razkroj plastike in aromatskih polutantov. Od skupno 3141 
bioinformatično določenih ekstracelularnih proteinov pri vseh 4 vrstah, ki smo jih 
uporabili pri naših raziskavah, je kar ena tretjina (1119) takih, ki pa jim še nismo 
določili funkcije (Gostinčar in sod., 2014). 
 
Med vsemi encimi, naj bi nekateri, kot so alkalne serinske proteaze, glukanaze in 
hitinaze, imeli tudi antagonistične vplive na fitopatogene plesni in naj bi zavirali 
njihovo razmnoževanje, kar predstavlja velik biotehnološki potencial za zaščito 
kmetijskih pridelkov (Gostinčar in sod., 2014). 
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3   MATERIAL IN METODE  
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3.1 SEVI, GOJIŠČA, RAZTOPINE, REAGENTI IN LABORATORIJSKA OPREMA  
 
3.1.1   Kvasni sevi 
 
Pri eksperimentih smo uporabili štiri seve različnih vrst, vse iz rodu Aureobasidium, in 
sicer:  
 
 Aureobasidium pullulans EXF-150, CBS 100280, slana voda solin, Sečovlje, 
Slovenija, Zalar P. (Gunde-Cimerman in sod., 2000).  
 Aureobasidium melanogenum EXF-3378, CBS 110374, javni vodnjak, Bangkok, 
Tajska, Sudhdham M. (Zalar in sod., 2008). 
 Aureobasidium subglaciale EXF-2481, CBS 123387, subglacialni led iz vode, 
Svalbard, Norveška, Gunde-Cimerman (Gunde-Cimerman in sod., 2003).  
 Aureobasidium namibiae EXF-3398, CBS 147.97, dolomitni marmor, puščava 
Namib, Namibija, Wollenzien U. (Zalar in sod., 2008). 
 
3.1.2   Gojišča 
 
Trdna agarna gojišča smo pripravili po klasičnem postopku, kjer smo v polovičen 
volumen destilirane vode zatehtali ustrezne količine snovi in umerili pH na željeno 
vrednost s pomočjo HCl (klorovodikova kislina) ali NaOH/KOH (natrijev 
hidroksid/kalijev hidroksid). Gojiščem, ki so vsebovala višje koncentracije NaCl smo na 
tej točki dodali še ustrezno količino soli in nato dodajali destilirano vodo do končnega 
volumna. Po dodatku vode smo raztopinam dodali še ustrezno količino agarja. Tako 
pripravljene raztopine smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.  
 
Pri trdnem gojišču, ki je vsebovalo taninsko kislino smo postopek izvedli nekoliko 
drugače. Zaradi reakcije med taninsko kislino in agarjem v času avtoklaviranja je bilo 
potrebno gojišče avtoklavirati v dveh ločenih erlenmajericah. Prva je vsebovala 
polovico destilirane vode celotnega gojišča in celotno količino agarja, druga polovica pa 
polovico destilirane vode celotnega gojišča in vse ostale kemikalije. Po avtoklaviranju 
smo vsebini obeh erlenmajeric aseptično združili in dobro premešali. 
 
Ohlajena gojišča smo nato razlili v plastične petrijevke s premerom 90 mm in jih do 
nadaljnje uporabe shranili v hladnem prostoru (4 °C).  
 
Tekoča gojišča s kompleksnimi viri ogljika smo pripravili po enakem postopku kot 
trdna gojišča, le da raztopini pred avtoklaviranjem nismo dodajali agarja, namesto v 
dH2O (destilirana voda) pa smo snovi raztopili v 1 X pufru PBS (pufer s fosfatom in 
solmi). Tekoča gojišča smo do uporabe hranili v steklenicah pri sobni temperaturi. 
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3.1.2.1   Trdna gojišča za gojenje štirih vrst sevov Aureobasidium 
 
Gojišče MEA (Malt Extract Agar)  
sladni ekstrakt     (2 %) 
glukoza      (2 %) 
pepton      (0,1 %) 




3.1.2.2   Trdna gojišča za določanje fizioloških mej rasti  
 
Gojišče YNB (Yeast Nitrogen Base) z različnimi koncentracijami NaCl 
YNB       (0,17 %) 
(NH4)2SO4      (0,5 %) 
glukoza      (2 %) 
agar       (2 %) 
NaCl (različne koncentracije) (0 %, 5 %, 10 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 




3.1.2.3   Trdna gojišča za določanje encimske aktivnosti 
 
Gojišče YNB (Yeast Nitrogen Base) z različnimi viri ogljika z različnimi 
koncentracijami NaCl 
YNB       (0,17 %) 
(NH4)2SO4      (0,5 %) 
Različni viri ogljika (en vir na gojišče): 
 glukoza    (2 %) 
 celuloza    (4 %) 
 škrob    (2 %) 
 hitin    (4 %) 
 lignin    (2 %) 
 ksilan    (2 %) 
 taninska kislina   (0,5 %) 
 pektin    (0,2 %) 
agar       (2 %) 
NaCl (različne koncentracije)   (0 %, 10 %) 
dH2O 
pH 6 
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Gojišče YNB (Yeast Nitrogen Base) brez vira ogljika z različnimi koncentracijami 
NaCl 
YNB       (0,17 %) 
(NH4)2SO4      (0,5 %) 
različne koncentracije NaCl    (0 %, 10 %) 




Gojišče s tributirinom z različnimi koncentracijami NaCl 
tributirin      (1 %) 
pepton      (0,5 %) 
goveji ekstrakt     (0,3 %) 
agar       (2 %) 




Gojišče s Tween-80 z različnimi koncentracijami NaCl 
Tween-80      (1 %) 
pepton      (1 %) 
CaCl2       (0,01 %) 
NaCl (različne koncentracije)  (0,5 %, 10 %) 




Gojišče s kazeinom z različnimi koncentracijami NaCl 
posneto mleko v prahu   (5 %) 
kvasni ekstrakt    (0,1 %) 
NaCl (različne koncentracije)  (0 %, 10 %) 
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3.1.2.4   Tekoča gojišča za določanje encimske aktivnosti in gojenje štirih vrst sevov 
Aureobasidium 
 
Gojišče YNB (Yeast Nitrogen Base) z različnimi viri ogljika 
YNB (0,17 %) 
(NH4)2SO4 (0,5 %) 
različni viri ogljika (en vir na gojišče): 
 glukoza    (1 %) 
 celuloza    (1 %) 
 škrob    (1 %) 
 hitin    (1 %) 
 lignin    (1 %) 
 ksilan    (1 %) 
 taninska kislina   (0,5 %) 
 pektin    (0,2 %) 
 Tween    (1 %) 
 kazein    (1 %) 
 tributirin    (1 %) 
1 x pufer PBS 
pH 7 
 
Gojišče YNB (Yeast Nitrogen Base) brez vira ogljika 
YNB       (0,17 %) 
(NH4)2SO4      (0,5 %) 
1 x pufer PBS 
pH 7 
 
Raztopina z enostavnimi sladkorji  
enostavni sladkorji (en vir na raztopino):  
 D-glukoza    (50 mM) 
 D-galaktoza    (50 mM) 
 L-sorboza     (50 mM) 
 D-glukozamin    (50 mM) 
 D-riboza    (50 mM) 
 D-ksiloza    (50 mM) 
 L-arabinoza    (50 mM) 
 D-arabinoza    (50 mM) 
 L-ramnoza    (50 mM) 
 saharoza    (50 mM) 
 maltoza    (50 mM) 
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 α,α-trehaloza    (50 mM) 
 celubioza    (50 mM) 
 salicin     (50 mM) 
 melibioza    (50 mM) 
 laktoza    (50 mM) 
 rafinoza    (50 mM) 




Raztopina z enostavnimi polioli 
enostavni polioli:     
 glicerol    (50 mM) 
 eritritol    (50 mM) 
 D-manitol    (50 mM) 
 galaktitol    (50 mM) 
 mio-inositol    (50 mM) 
 D-glukuronat    (50 mM) 
 sukcinat    (50 mM) 
 citrat     (50 mM) 
 metanol    (50 mM) 
 etanol     (50 mM) 
 N-acetil    (50 mM) 




3.1.3   Raztopine 
 
1 x pufer PBS (Phosphate-Buffered Saline) 
KCl       (0,8 %) 
NaCl       (0,02 %) 
Na2HPO4      (0,144 %) 





kongo rdeče      (0,03 %) 
dH2O  
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KI       (6,8 %) 
I2       (3,4 %) 
dH2O  
 
30 mM Na2SO4 
Na2SO4      (0,43 %) 
dH2O  
 
CTAB (CetylTrimethyl Ammonium Bromide) 
CTAB             (2 %) 
Na2SO4      (30 mM)        
 
1 M NaOH 
NaOH       (4 %) 
dH2O  
 
1 M HCl 
HCl       (3,7 %) 
dH2O  
 
0,1 M HCl 
HCl       (0,37 %) 
dH2O  
 
1 M KOH 
KOH       (5,6 %) 
dH2O  
 
1 M NaCl 
NaCl       (5,8 %) 
dH2O  
 
Založna raztopina 2 mM resazurin/Alamar modro 
resazurin/Alamar modro    (0,50 %) 
1 x pufer PBS 
 
fiziološka raztopina 
NaCl       (0,9 %) 
dH2O  
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3.1.4   Reagenti 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovi proizvajalci 
Kemikalija Proizvajalec 
Alamar modro/resazurin Sigma Aldrich, Nemčija 
KCl Carlo Erba, Španija 
NaCl Sigma Aldrich, Danska 
Na2HPO4 Merck, Nemčija 
KH2PO4 Merck, Nemčija 
Mili-Q H2O  Narejena v laboratoriju z Merck Millipore, Nemčija 
Destilirana voda/dH2O  Narejena v laboratoriju z Merck Millipore, Nemčija 
HCl Merck, Nemčija 
NaOH Merck, Nemčija 
KOH Riedel de Haën, Nemčija 
Etanol Pharmachem, Slovenija 
YNB (Yeast Nitrogen Base) Q-Bio gene, ZDA 
Celuloza Sigma Aldrich, Nemčija 
Ksilan Sigma Aldrich, Nemčija 
Škrob Sigma Aldrich, Nemčija 
Pektin Sigma Aldrich, Švica 
Naftalen Sigma Aldrich, ZDA 
Tributirin Acros Organics, ZDA 
Tween-80 Sigma Aldrich, Francija 
Taninska kislina Acros Organics, Belgija 
Hitin Sigma Aldrich, ZDA 
Lignin Sigma Aldrich, ZDA 
Kazein Merck, Nemčija 
Agar Formedium, Anglija 
(NH4)2SO4  Riedel de Haën, Nemčija 
Malt ekstrakt Biolife, Italija 
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 
Goveji ekstrakt Difco, ZDA 
Posneto mleko v prahu Pomurske mlekarne, Slovenija 
CaCl2 Gram-mol, Hrvaška 
Pepton Merck, Nemčija 
KI Sigma Aldrich, ZDA 
I2 Sigma Aldrich, ZDA 
Kongo rdeče Merck, Nemčija 
CTAB Merck, Nemčija 
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Preglednica 2: Seznam uporabljenih enostavnih sladkorjev in poliolov ter njihovi proizvajalci 
Preprosti sladkor/poliol Proizvajalec 
D-riboza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
D-galaktoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
L-sorboza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
D-glukozamin Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
D-ksiloza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
L-arabinoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
D-glukoza Kemika, Hrvaška 
D-arabinoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
L-ramnoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Saharoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Maltoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
α,α-trehaloza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Celubioza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Salicin Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Melibioza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Laktoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Rafinoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Melezitoza Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Glicerol Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Eritritol Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
D-manitol Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Galaktiol Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Mio-inositol Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
D-glukoronat Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Sukcinat Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Citrat Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
Metanol Merck, Nemčija / Sigma Aldrich, ZDA 
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3.1.5   Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih naprav s proizvajalci 
Naprava Proizvajalec 
Tehtnica ET-111 Tehtnica, Slovenija 
pH meter Metrohm 713 Metrohm, Švica 
Magnetno mešalo Rotamix 550 MMH Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
Vrtinčasto mešalo EV-100 Tehtnica, Slovenija 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Vodna kopel Pharmacia Biotech, Švedska 
Laminarij Labcaire, Velika Britanija 
Fotoaparat Canon Power shot G-16 Canon, ZDA 
Mikroskop Opton KF-2 Zeiss, Nemčija 
Avtomatska pipeta (0,5 ml) Eppendorf, Nemčija 
Polavtomatske pipete (10 µl-5 ml) Eppendorf, Nemčija 
Izboljšana Neubaerjeva komora/hemocitometer  Hausse Scientific, ZDA 
Fluorimeter Zenyth 3100 Anthos-Labtec, Avstrija 
Digestorij Variolab Molibien W90 Waldner, Wangen, Nemčija 
Inkubatorji s stresalniki Kambič, Slovenija 
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Preglednica 4: Seznam potrošnega materiala s proizvajalci 
Potrošni material Proizvajalec 
Steklene erlenmajerice (750 ml) Schott duran, Nemčija 
Steklene /plastične čaše (1-2 l) Simax, Češka / Brand, Nemčija 
Papirnate brisače Paloma, Slovenija 
Nastavki za polavtomatske pipete (10 µl-5 ml) Eppendorf, Nemčija 
Nastavki za avtomatsko pipeto (0,5 ml) Eppendorf, Nemčija 
Objektna stekelca DeltaLab, Španija 
Krovna stekelca Sigma Aldrich, ZDA 
Cepilna zanka / 
Odlagalnik / 
Kovinske žličke/spatule / 
Steklene palčke / 
Plastične vrečke / 
Parafilm / 
Led / 
Mikrocentrifugirke (1,5-2 ml) Eppendorf, Nemčija 
Centrifugirke (50 ml) Roth, ZDA 
Plastične petrijevke / 
Mešalni magneti / 
Plastični/stekleni merilni valji Brand, Nemčija 
Alkoholni flomaster / 
Mikrotitrske plošče za merjenje fluorescence Greiner Bio-One, Nemčija 
Kovinske pincete / 
Zaščitne rokavice Kimberly-Clark, Kim Tech, ZDA 
Plastična brizgalka / 
Stekleničke s pokrovom (100 ml) / 
Aluminijasta folija / 
Polistirenska posoda / 
Termometer / 
Kalkulator / 
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3.2   METODE 
 
3.2.1 Določanje koncentracije celic s pomočjo izboljšane Neubauerjeve komore oz. 
hemocitometra  
 
Za nacepljanje agarnih plošč z različnimi viri ogljika in/ali različnimi koncentracijami 
NaCl, na katerih smo spremljali rast štirih različnih vrst kvasovk (Aureobasidium 
pullulans EXF-150, CBS 100280; A. melanogenum EXF-3378, CBS 110374; 
A. subglaciale EXF-2481, CBS 123387; A. namibiae EXF-3398, CBS 147.97) smo 
pripravili suspenzije vseh štirih vrst z določeno koncentracijo celic. Na agarne plošče 
smo nacepljali 3 µl raztopine celic v fiziološki raztopini s koncentracijo 5 x 106 
celic/ml.  
 
Pred pripravo suspenzije kvasovk, smo na plošče z gojiščem MEA nacepili vse štiri 
vrste, vsako vrsto na svoje gojišče. Prve plošče MEA so bile nacepljene s kvasovkami, 
ki smo jih vzeli direktno iz zamrzovalnika mikrobiološke zbire EX Biotehniške 
fakultete. Zaradi tvorbe ekstracelularnega polisaharida polulana so bile kolonije 
gumijaste in nemazljive. Iz mladih, do 3 dni starih kultur smo nastrgali kvasovke za 
pripravo suspenzij. Vse nove plošče MEA smo okuževali iz najmlajše prejšnje plošče 
MEA.  
 
Za pripravo suspenzije smo kvasovke posamezne vrste s sterilno cepilno zanko, 
postrgali iz kolonij zraslih na agarnih gojiščih MEA in jih resuspendirali v znani 
količini fiziološke raztopine v 1,5 ml mikrocentrifugirkah. Tako dobljene suspenzije 
smo dobro premešali na vrtinčastem mešalu in 10 µl nanesli na hemocitometer. 
Kolonije celic smo nastrgali in resuspendirali približno tri dni po nacepljanju na gojišče 
MEA, ker vse štiri vrste kvasovk v kolonije zelo hitro začnejo izločati ekstracelularne 
polisaharide (EPS) in zato postanejo nemazljive (nastanek svetlečih, skoraj gumijastih 
kolonij, ki se izjemno slabo resuspendirajo). 
 
Tudi za poskus z resazurinom smo morali najprej narediti suspenzije z ustrezno 
koncentracijo celic, ki smo jo umerili do 1 x 107 celic/ml. Tu, za razliko od poskusa z 
agarnimi ploščami, celic nismo postrgali iz gojišč MEA, ampak smo predhodno celice 
nacepili v 50 ml centrifugirke, in sicer v 10 ml gojišča YNB z glukozo. Kulture vseh 
štirih vrst smo preko noči inkubirali pri 180 rpm in 24 °C. Naslednji dan smo kulture 
dobro premešali, 10 µl nanesli na hemocitometer in določili koncentracijo celic.  
 
Pod ustrezno povečavo (400 x) na svetlobnem mikroskopu smo prešteli 4 ali 5 števnih 
kvadratkov hemocitometra in izračunali povprečno število celic na števni kvadratek. 
Ker je volumen števnega kvadratka  4 nl, je potrebno povprečno število celic na števni 
kvadratek pomnožiti z 250000, da dobimo približno koncentracijo celic na ml 
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suspenzije (Cooper in sod., 2006). Za koncentracijo 5 x 106 celic/ml potrebujemo 
povprečno 20 celic na števni kvadratek, za koncentracijo 1 x 107 celic/ml pa 40. 
 
Suspenzije s previsoko koncentracijo celic smo po potrebi redčili s fiziološko raztopino, 
do željene koncentracije. 
 
Po uporabi smo suspenzije celic s hemocitometra sprali z destilirano vodo v zato 
namenjen zbiralnik in ga osušili z za steklo neagresivnimi brisačami. 
 
Določanje konc. s pomočjo Neubauerjeve komore (Cooper in sod., 2006): 
 
 
  ...(1) 
 
  ...(2) 
 
 
Slika 2: Neubauerjeva števna komora s podanimi dolžinami stranic posameznih kvadratkov. Z rumeno 
barvo so označeni števni kvadratki, v katerih preštejemo število kvasnih celic (Bastidas, 2016) 
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Slika 3: Pravilo štetja celic v enem števnem kvadratku hemocitometra, kjer črne celice štejemo, sivih pa 
ne (Bastidas, 2016) 
 
3.2.2   Kvalitativno opazovanje rasti kvasovk na agarnih ploščah z različnimi viri 
ogljika in različnimi koncentracijami soli 
 
Glavna metoda našega poskusa je bilo kvalitativno opazovanje in ocenjevanje rasti 
kvasovk na agarnih ploščah, ki so vsebovala različne vire ogljika in različne 
koncentracije soli (NaCl). Določili smo maksimalne, optimalne in minimalne 
temperaturne in slanostne meje rasti 4 vrst kvasovk na gojišču z glukozo ter opredelili 
stopnjo rasti le teh še na 11 drugih virih ogljika (škrob, celuloza, lignin, taninska kislina, 
Tween-80, ksilan, pektin, hitin, naftalen, tributirin, kazein) ob odsotnosti in ob 
prisotnosti NaCl. Kot kontrolo smo dodali gojišče, ki ni vsebovalo nobenega vira 
ogljika.  
 
Poleg opazovanja rasti smo pri določenih gojiščih dokazovali tudi razgradnjo določenih 
virov ogljika. Tako smo plošče, ki so vsebovale gojišče s škrobom, ksilanom, celulozo, 
pektinom in ligninom obarvali s posebnimi tehnikami barvanja, ki so bila specifična za 
posamezno gojišče. 
 
Za opazovanje rasti in razgradnje virov ogljika smo izdelali plošče, ki so vsebovale 
naslednja gojišča: 
 
 Gojišče z glukozo (pozitivna kontrola). 
 Gojišče brez glukoze (negativna kontrola). 
 Gojišče s škrobom/ hitinom/ ligninom/ celulozo/ ksilanom/ taninsko kislino/ 
pektinom/ tributirinom/ Tween-80/ kazeinom. 
 Gojišče z naftalenom (pripravili smo preprosto gojišče YNB brez glukoze, ga 
zaprli v   neprodušno posodo in notri dodali kristale naftalena, ki so sčasoma 
sublimirali. Naftalen je bil kvasovkam dostopen v plinski obliki).  
 
Za poskus opazovanja rasti smo na tako pripravljene plošče nacepili 3 µl raztopine celic 
v fiziološki raztopini, s koncentracijo 5 x 106 celic/ml. Koncentracijo celic smo 
predhodno določili s hemocitometrom. 
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Suspenzije celic smo na plošče nacepljali po naslednji shemi: 
 
 
Slika 4: Shema nacepljanja suspenzij celic na plošče z gojišči. P-A. pullulans, M-A. melanogenum, S-
A.subglaciale, N-A. namibiae. Črna črtica označuje vrh plošče 
 
Po nacepljanju smo plošče gojili pri različnih temperaturah in si na v naprej določene 
dneve beležili rezultate rasti posameznih kolonij. Med opombe smo pri zanimivejših 
navedli še obliko in barvo. Plošče z zraslimi kolonijami smo tudi fotografirali. 
 
Na ploščah, ki so vsebovale gojišče s škrobom, ksilanom, celulozo, pektinom in 
ligninom smo poleg opazovanja rasti kolonij dokazovali tudi razgradnjo določenih virov 
ogljika s posebnimi tehnikami barvanja, ki so bila specifična za posamezno gojišče. 
Tako smo v različnih časovnih obdobjih plošče izpostavili različnim barvilom: 
 
Gojišče s celulozo in ksilanom smo barvali s pomočjo barvila Kongo rdeče (Gohel in 
sod., 2014; Meddeb-Mouelhi in sod., 2014; Ghangas in sod., 1989).  
 
Za poskus smo najprej pripravili 0,03 % raztopino Kongo rdečega in 1 M raztopino 
NaCl. Z nekaj mililitrov pripravljene, 0,03 % raztopine Kongo rdečega, smo prelili 
celotno površino plošč, ki so vsebovala celulozna in ksilanska gojišča. Tako prelite 
plošče smo nekaj minut pustili, nato pa barvilo sprali s pripravljeno 1 M raztopino 
NaCl. Kjer so kvasovke celulozo in ksilan razgradile naj bi se pojavile cone zbistritve 
(Ghangas in sod., 1989). 
 
Gojišče s škrobom smo obarvali s pomočjo jodovih par (de Moraes in sod., 1995). 
 
Pri tem smo plošče, ki so vsebovale gojišče s škrobom zaprli v neprodušno stekleno 
posodo v katero smo prej dodali zadostno količino elementarnega joda v trdnem 
agregatnem stanju. Počakali smo, da je jod začel sublimirati in plošče nekaj minut 
pustili v posodi. Pri tem je nerazgrajeni škrob nase vezal jodove pare in se obarval 
temno modro do vijolično. Kjer so ga kvasovke razgradile pa so se pojavile bele cone 
(de Moraes in sod., 1995). 
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Gojišče s pektinom smo obarvali s pomočjo 1 % raztopine cetrimida (CTAB)( Siddiqui 
in sod., 2012; Jacob in sod., 2008). 
 
Z nekaj mililitrov raztopine CTAB smo prekrili dno petrijevih plošč in jih pustili, da so 
stale 20-30 minut. Po odlitju raztopine so se pojavile cone zbistritve, kjer se je pektin 
razgradil (Siddiqui in sod., 2012; Jacob in sod., 2008). 
 
Plošče z ligninom smo prelili s 5 ml 4 x redčene raztopine jodovice (0,85 % I2 in 1,7 % 
KI) in jih takoj zatem (brez odlivanja) prelili še z 1 ml 0,1 M HCl. Plošče smo pustili 
stati nekaj minut in nato raztopino odlili. Kjer so kvasovke razgradile lignin so se 
pojavile svetle rumene cone. 
 
Vse z barvili obarvane plošče smo tudi fotografirali. 
 
3.2.3   Test razgradnje preprostih in kompleksnih virov ogljika s pomočjo 
fluorescence resazurina/Alamar modrega 
 
Pri testu fluorescence resazurina smo posredno dokazovali izrabo posameznih virov 
ogljika, tako da smo opazovali metabolno aktivnost kvasovk (Rampersad, 2012).  
 
Resazurin ali Alamar modro je namreč barvilo modre barve, ki le šibko fluorescira, ko 
pa se barvilo ireverzibilno reducira v rožnato barvilo resorufin, pa ta oddaja izredno 
močno fluorescenco. Do ireverzibilne redukcije pride ob metabolni aktivnosti, ko 
resazurin deluje kot prejemnik elektrona in se pri tem ireverzibilno reducira v resorufin. 
Ta je s fluorimetrom dobro zaznaven in nam poda stopnjo metabolne aktivnosti. Večja 
kot je metabolna aktivnost, večja je fluorescenca (Bueno in sod., 2002).  
 
 
Slika 5: Molekulska zgradba resazurina in resorufina (Markaki, 2009) 
 
Za izvedbo poskusa, smo najprej pripravili različna tekoča gojišča in raztopine. 
Raztopine so vsebovale enega izmed nabora enostavnih sladkorjev ali poliolov, gojišča 
pa enega izmed kompleksnejših virov ogljika, ki smo jih uporabili že pri testu na 
agarnih ploščah.  
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Raztopine in gojišča so bila: 
 
 Raztopine z enostavnimi sladkorji/polioli.  
 Gojišče s kompleksnimi viri ogljika (škrobom/ hitinom/ ligninom/ celulozo/ 
ksilanom/ taninsko kislino/ tributirinom/ Tween-80/ pektinom/ kazeinom/ 
glukozo). 
 Gojišče brez glukoze (negativna kontrola). 
 
Za pripravo predkulture smo en dan pred začetkom vsakega poskusa v 50 ml 
centrifugirko odpipetirali 5 ml gojišča YNB z glukozo in v njem resuspendirali eno 
cepilno zanko posamezne kulture ter inkubirali preko noči na stresalniku pri 180 obratih 
na minuto in 24 °C. 
 
Predhodno smo pripravili še 2 mM založno raztopino resazurina v 50 ml centrifugirki, 
ki smo ga sterilno raztopili v 1 x pufru PBS. Med shranjevanjem na hladnem mora biti 
centrifugirka vedno zavita v aluminijasto folijo zaradi občutljivosti resazurina na 
svetlobo. 
 
Pred pričetkom obeh testov smo pripravili ustrezne koncentracije vseh štirih vrst 
kvasovk s pomočjo hemocitometra. 2 ml gojišča prekonočne kulture s kvasovkami smo 
odpipetirali v 2 ml mikrocentrifugirke in jo nato centrifugirali 1 minuto pri 14000 x g, 
odpipetirali supernatant in preostale celice ponovno resuspendirali v 2 ml fiziološke 
raztopine. S tem postopkom smo odstranili sledi prejšnjega gojišča, ki bi lahko vplivalo 
na rezultate (prisotnost glukoze). Zaradi izredno visokih koncentracij celic smo 
suspenzijo 10 x  redčili, določili koncentracijo celic s hemocitometrom ter nato v 1,5 ml 
mikrocentrifugirko odpipetirali takšen volumen suspenzije, da smo po dodatku 
fiziološke raztopine dobili 1 ml suspenzije s koncentracijo celic 1 x 107 celic/ml.  
 
Izvedli smo dva ločena testa: 
 
Preliminarni test razgradnje enostavnih sladkorjev in poliolov, skupaj s testom 
razgradnje kompleksnih virov ogljika: 
 
Za ta poskus smo v mikrotitsrke plošče s 96 luknjicami (12 x 8), črnimi pregradami med 
luknjicami in prosojnim dnom (to je omogočilo, da fluorescenca sosednje luknjice ni 
vplivala na rezultat) odpipetirali po 70 µl pripravljenih raztopin z različnimi viri ogljika, 
70 µl gojišča YNB brez glukoze in 10 µl ustrezne kulture z umerjeno koncentracijo 
celic.  
 
V nekaj luknjic, ki smo jih uporabili kot negativno kontrolo,  smo namesto gojišča in 
celic dodali le eno od naslednjih kombinacij: 150 µl YNB gojišča brez glukoze ali 
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140 µl YNB gojišča brez glukoze in 10 µl celic ustrezne kulture (negativne kontrole za 
gojišča s kompleksnimi viri ogljika) oziroma 200 µl dH2O ali 140 µl dH2O in 10 µl 
celic ustrezne kulture (negativne kontrole za raztopine z enostavnimi sladkorji in 
alkoholi).  
 
Mikrotitrske plošče smo nacepljali kot je razvidno iz preglednice 5: 
 
Preglednica 5: Shema nacepljanja različnih virov ogljika in negativnih kontrol na mikrotitrske plošče. 
Pred dodajanjem resazurina je vsaka polna luknjica na plošči vsebovala 150 µl suspenzije, razen luknjice 
z dH20, v katero resazurina nismo dodajali in je vsebovala le 200 µl destilirane vode  
 1  2  3  4  5  6  
1 H2O D-arabinoza Melibioza D-manitol Etanol H2O+celice 
2 D-glukoza L-ramnoza Laktoza Galaktitol 
N-acetil-D-
glukozamin 
YNB - Glc + 
celice 
3 D-galaktoza Saharoza Rafinoza Mio-inositol Pektin (1 %) YNB - Glc 









Kazein (1 %) X 
6 D-riboza X Glicerol Sukcinat Tween-80 (1 %) Hitin (1 %) 
7 D-ksiloza Celobioza Eritritol Citrat Tributirin (1 %) Lignin (1 %) 
8 L-arabinoza Salicin X Metanol Celuloza (1 %) 
Taninska k. 
(0,1 %) 
Legenda: Številke predstavljajo zaporedno številko stolpca/vrstice na mikrotitrski plošči 
 
Tako nacepljene mikrotitsrke plošče smo inkubirali pri 24 °C, metabolno aktivnost pa 
smo merili po 1 in 4 dneh.  
 
Pred izvedbo meritev smo vsaki luknjici (izjema so bile le luknjice, ki so vsebovale 
200 µl dH2O) dodali 50 µl 10 x redčenega resazurina (200 mM), ki smo ga pripravili iz 
založne raztopine resazurina. Končna koncentracija resazurina v posamezni luknjici je 
tako bila 50 mM (Rampersad, 2012).  
 
Za izvedbo poskusa smo imeli 4 plošče, ki smo jih poimenovali PM1, PM2, SN3 in 
SN4. Plošči PM1 in PM2 sta vsebovali vrsti A. pullulans in A. melanogenum, plošči 
SN3 in SN4 pa vrsti A. subglaciale in A. namibiae.  
 
Po 1 dnevu inkubacije smo porabo virov ogljika preverili na ploščah PM1 in SN3. V 
posamezne luknjice smo dodali resazurin, kot opisano zgoraj. Plošči smo inkubirali 
2 uri pri 30 °C ter nato s fluorimetrom pri ekscitaciji 535 nm ter emisiji 595 nm izmerili 
fluorescenco. 
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Po 4 dneh smo enak protokol ponovili še na ploščah PM2 in SN4, zraven pa pomerili 
fluorescenco tudi ploščama PM1 in SN3, kjer luknjicam resazurina več nismo dodajali, 
ampak smo zgolj preverili njegovo aktivnost po 3 dneh. Celoten test je služil preizkusu 
samega protokola in optimizaciji inkubacijskih temperatur in časa po dodatku 
resazurina. 
 
Test razgradnje kompleksnih virov ogljika: 
 
Pri tem testu smo v mikrotitsrke plošče s 96 luknjicami (12 x 8), črnimi pregradami med 
luknjicami in prosojnim dnom  odpipetirali po 140 µl pripravljenih tekočih gojišč z 
različnimi viri ogljika  in jim dodali 10 µl ustrezne kulture z umerjeno koncentracijo 
celic.  
 
Preglednica 6: Shema nacepljanja različnih virov ogljika in negativne kontrole (YNB – Glc) na 






















































































Legenda: Številke predstavljajo zaporedno številko stolpca/vrstice na mikrotitrski plošči 
 
Pripravili smo tudi posebno ploščo (negativna kontrola), ki je vsebovala enaka gojišča 
kot ostale plošče, le brez dodanih celic (torej le 150 µl gojišča na luknjico). Z njo smo 
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Preglednica 7: Shema nacepljanja negativnih kontrol za vsako posamezno gojišče na mikrotitrske plošče. 













































































   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Luknjice z 
gojiščem 
1             
2             
3             
4             
Prazne luknjice 
5             
6             
7             
8             
Legenda: Številke predstavljajo zaporedno številko stolpca/vrstice na mikrotitrski plošči 
 
Kontrolno ploščo smo inkubirali 4 dni pri 24 °C, ostale plošče pa smo inkubirali 4, 5, 7 
ali 8 dni pri 15 °C, 24 °C ali 30 °C (ena plošča za vsak pogoj, skupno torej 12 plošč ter 
ena plošča z negativno kontrolo).  
 
Pred izvedbo meritev smo vsaki luknjici dodali 50 µl 10 x redčenega resazurina (200 
mM), ki smo ga pripravili iz založne raztopine resazurina (Rampersad, 2012). 
 
Plošče smo po dodatku resazurina inkubirali pri ustrezni temperaturi (15 °C, 24 °C ali 
30 °C - odvisno od plošče) še tri in štiri ure ter izmerili fluorescenco pri ekscitaciji 
535 nm in emisiji 595 nm. Pri vseh ploščah, vključno z negativno kontrolo, ki smo jih 
inkubirali 4 dni, smo fluorescenco pomerili še po eni in dveh urah po dodatku 
resazurina. Ker smo ugotovili, da je fluorescenca resazurina po eni in dveh urah še 
prenizka, smo jo pri ploščah inkubiranih 5, 7 ali 8 dni merili le po treh in štirih urah 
(Rampersad, 2012). 
 
3.2.4   Primerjava proteinskih zaporedij izbranih encimov z zaporedji štirih vrst 
preučevanih kvasovk 
 
Po izvedenih testih z različnimi viri ogljika smo izbrali štiri vire, na katerih so vse štiri 
vrste izbranih kvasovk dobro uspevale. Izbrali smo škrob, pektin, ksilan in kazein. Za 
vsak izbran vir ogljika smo poiskali ustrezen encim, ki ta substrat razgrajuje ter poiskali 
referenčni sev, pri katerem je njegova funkcija poznana in eksperimentalno določena. 
Tako smo izbrali sledeče encime: 
 
 alfa-amilaza, A. pullulans NRRL Y-12974 (Manitchotpisit in sod., 2011). 
 gama-amilaza/glukoproteaza, A. pullulans NRRL Y-12974 (Li in sod., 2017). 
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 endo-1,4-beta ksilanaza, A. pullulans ATCC-20524 (Tanaka in sod., 2006). 
 pektin liaza, A. pullulans AFTOL-ID 912 (Cruz in sod., 2016). 
 alkalna serinska proteaza, A. pullulans HN2-3 (Ni in sod., 2009). 
 
Alfa in gama-amilaza sta encima, ki sodelujeta pri razgradnji škroba in imata nekoliko 
različni nalogi. Alfa-amilaza cepi α 1-4 glikozidne vezi znotraj amiloze ali 
amilopektinskih verig, njeni končni produkti po so različno dolgi oligosaharidi. Gama-
amilaza cepi tako α 1-4, kot tudi α 1-6 glikozidne vezi na koncu amiloznih ali 
amilopektinskih verig, kjer kot končni produkt nastajajo posamezne molekule glukoze. 
Zaradi različne funkcije, sta pri razgradnji večjih verig, obe ključnega pomena. Oba 
encima sta izredno razširjena med najrazličnejšimi organizmi (van der Maarel in sod., 
2002).  
 
Ksilanaza oziroma endo-1,4-beta ksilanaza je encim, ki razgrajuje molekule ksilana, ki 
je ena glavnih molekul v rastlinskih celičnih stenah. Cepi 1,4-beta-D-ksiloidno vez v 
ksilanu, končni produkt pa so posamezne molekule ksiloze, ki se lahko porabijo kot 
primarni vir ogljika. Ksilanaze so eni najpomembnejših encimov rastlinskih parazitov 
(Collins in sod., 2006).  
 
Pektin liaza je encim, ki služi razgradnji pektina, ki je ena izmed najpomembnejših 
molekul v lameli in celični steni rastlinskih celic. Pektin liaze razgrajujejo pektinske 
molekule z neposredno beta-eliminacijo, mehanizmom, ki vodi v nastanek 
4,5-nenasičenih oligogalakturonidov. Ostale pektinaze, za razliko od nje, pektin 
razgrajujejo v celoti, kar pa vodi v nastanek toksičnega metanola, molekule pa izgubijo 
svojo aromo. Zaradi tega je v biotehnologiji pektin liaza med pektinazami 
najuporabnejša, v naravi pa je prisotna predvsem pri rastlinskih parazitih (Yadav in 
sod., 2009).  
 
Alkalne serinske proteaze so encimi, ki razgrajujejo molekule proteinov. Ime so dobile 
zaradi molekule serina znotraj aktivnega mesta in delujejo tako v bazičnem, kot 
nevtralnem okolju (pH=7-11, optimum pri pH=10). Cepijo peptidne vezi, ki vsebujejo 
tirozin, fenilalanin ali levcin. Alkalne serinske proteaze so pogoste in izredno razširjene 
med najrazličnejšimi organizmi, kar nakazuje na njihovo pomembno vlogo znotraj 
organizma. Imajo široko specifičnost na najrazličnejše substrate, kar vključuje tudi 
esterolitično in amidazno aktivnost, cepijo pa tudi kazein (Rao in sod., 1998). 
 
Na strežniku NCBI (2017) smo poiskali proteinske sekvence referenčnih sevov za 
vsakega izmed izbranih encimov in jih primerjali s sekvencami štirih izbranih kvasovk. 
Primerjavo smo izvedli s pomočjo programa BLASTp z algoritmom ˝blastp (protein-
protein BLAST)˝ znotraj podatkovne baze ˝Non-redundant protein sequences (nr)˝. 
Primerjali smo E vrednosti, prekrivanje sekvenc in njihovo ujemanje. 
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4   REZULTATI 
 
4.1   DOLOČANJE FIZIOLOŠKIH MEJ RASTI ŠTIRIH VRST KVASOVK RODU 
Aureobasidium PRI RAZLIČNIH TEMPERATURAH IN KONCENTRACIJAH SOLI 
 
Fiziološko mejo rasti smo določali štirim različnim kvasovkam podobnim glivam rodu 
Aureobasidium, in sicer pri A. pullulans  (EXF-150, CBS 100280), A. melanogenum 
(EXF-3378, CBS 110374), A. subglaciale (EXF-2481, CBS 123387) in A. namibiae 
(EXF-3398, CBS 147.97).  
 
Pred začetkom poskusa smo kvasovke gojili na gojišču MEA, nato smo s pomočjo 
hemocitometra pripravili suspenzije z znano koncentracijo celic in določen volumen 
suspenzije (3 µl) nacepili na posebej označene plošče z gojiščem YNB z glukozo in 
različnimi koncentracijami soli. Plošče smo inkubirali pri različnih temperaturah 28 dni. 
Rezultate smo beležili po 7, 14 in 28 dneh rasti.  
 
4.1.1   Določanje temperaturnih mej rasti pri različnih slanostih 
 
Pripravili smo gojišča YNB z glukozo in različnimi koncentracijami NaCl (0 %, 5 %, 
10 %, 15 % in 20 %) ter na vsako gojišče nacepili 3 µl vsake izmed 4 vrst kvasovk. 
Gojišča smo inkubirali pri različnih temperaturah (0 °C, 4 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 
24 °C, 30 °C, 33 °C, 35 °C, 37 °C, 39 °C in 42 °C). Vse poskuse smo izvajali v dveh 
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Preglednica 8: Rast kvasovk na gojišču YNB z glukozo po (14) / 28 dneh pri 0 %, 5%, 10 %, 15 % in 
20 % NaCl in različnih temperaturah 
 Koncentracija NaCl  0 % 5 % 10 % 15 % 20 % 










4 °C (+) / ++ (±) / + (-) / - (-) / - (-) / - 
15 °C (++) / ++ (++) / ++ (±) / + (-) / ± (-) / - 
20 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (±) / ± (-) / - 
30 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (-) / - (-) / - 
33 °C (±) / ± (++) / ++ (+) / + (-) / - (-) / - 
35 °C (-) / x (-) / x (-) / x (-) / x (-) / x 
37 °C (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - 













4 °C (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - 
15 °C (++) / ++ (+) / ++ (-) / ± (-) / ± (-) / - 
20 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (-) / ± (-) / - 
30 °C (++) / ++ (++) / ++ (++) / ++ (-) / - (-) / - 
33 °C (++) / ++ (++) / ++ (++) / ++ (±) / ± (-) / - 
35 °C (++) / x (++) / x (+) / x (-) / x (-) / x 
37 °C (++) / ++ (++) / ++ (-) / ± (-) / - (-) / - 











4 °C (+) / + (±) / + (-) / ± (-) / - (-) / - 
15 °C (++) / ++ (+) / ++ (+) / + (-) / ± (-) / - 
20 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (-) / ± (-) / - 
30 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (-) / - (-) / - 
33 °C (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - 
35 °C (-) / x (-) / x (-) / x (-) / x (-) / x 
37 °C (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - 









4 °C (+) / ++ (±) / + (-) / - (-) / - (-) / - 
15 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (-) / - (-) / - 
20 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (±) / ± (-) / - 
30 °C (++) / ++ (++) / ++ (+) / + (-) / - (-) / - 
33 °C (-) / - (±) / ± (-) / - (-) / - (-) / - 
35 °C (-) / x (-) / x (-) / x (-) / x (-) / x 
37 °C (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - 
42 °C (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - (-) / - 
Legenda: (-) ni rasti kvasovk; (±) rast v zametkih/slaba rast kvasovk (2r kolonij < 5 mm); (+) dobra rast 
kvasovk (5 mm < 2r kolonij < 10 mm); (++) izredno dobra rast kvasovk (2r kolonij > 10 mm); (x) poskus 
za ta pogoj ni bil izveden; Vrednosti v oklepajih prikazujejo rezultate po 14 dneh rasti, vrednosti brez 
oklepajev pa rezultate po 28 dneh rasti 
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Preglednica 9: Dodatno testiranje rasti kvasovk na gojišču YNB z glukozo po (14) / 28 dneh pri 0 % in 
5 % NaCl in različnih temperaturah  
 
Koncentracija NaCl 0 % 5 % 










0 °C (±) / + (±) / + 
10 °C (++) / ++ (+) / ++ 
24 °C (++) / ++ (++) / ++ 
37 °C (-) / - (-) / - 












 0 °C (-) / - (-) / - 
10 °C (++) / ++ (±) / + 
24 °C (++) / ++ (++) / ++ 
37 °C (++) / ++ (++) / ++ 










 0 °C (±) / + (±) / + 
10 °C (++) / ++ (+) / ++ 
24 °C (++) / ++ (++) / ++ 
37 °C (-) / - (-) / - 









0 °C (±) / + (±) / ± 
10 °C (++) / ++ (+) / ++ 
24 °C (++) / ++ (++) / ++ 
37 °C (-) / - (-) / - 
39 °C (-) / - (-) / - 
Legenda: (-) ni rasti kvasovk; (±) rast v zametkih/slaba rast kvasovk (2r kolonij < 5 mm); (+) dobra rast 
kvasovk (5 mm < 2r kolonij < 10 mm); (++) izredno dobra rast kvasovk (2r kolonij > 10 mm); Vrednosti 
v oklepajih prikazujejo rezultate po 14 dneh rasti, vrednosti brez oklepajev pa rezultate po 28 dneh rasti 
 
Po izvedenem poskusu gojenja kvasovk pri različnih temperaturah smo dobili 
pričakovane rezultate. Pri najvišji temperaturi uspeva A. melanogenum (37 °C), ki je 
tudi edina izmed štirih vrst, ki je znana kot človeški oportunistični patogen. Najnižjo 
zgornjo temperaturno mejo rasti ima A. subglaciale (30 °C), ki je bila izolirana iz 
Arktičnega okolja in posledično ne prihaja pogosto v stik z visokimi temperaturami. 
Preostali vrsti rasteta pri temperaturi do 33 °C. Ugotovili smo tudi, da vse vrste, z 
izjemo A. melanogenum (10 °C), uspevajo pri zelo nizkih temperaturah okoli ledišča 
(0 °C), kjer A. subglaciale po pričakovanjih uspeva najbolje izmed četverice. Optimalna 
temperatura rasti štirih vrst je pričakovana, kjer ima A. melanogenum najvišji optimum 
(24-33 °C), A. subglaciale pa najnižjega (15-24 °C). Preostali dve vrsti imata 
temperaturni optimum rasti nekje med prejšnjima dvema (20-24 °C). 
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Iz preglednic je razvidno, da večina kolonij zraste že v dveh tednih po nacepljanju, po 
štirih tednih pa so spremembe bolj ali manj vidne zgolj na ploščah pri zgornjih mejah 
rasti. Edino presenečenje je nenavaden vzorec rasti A. namibiae in A. pullulans pri njuni 
zgornji temperaturni meji rasti (33 °C). Obe vrsti pri tej temperaturi namreč zrasteta šele 
po dodatku 5 % oziroma 10 % NaCl, s tem, da je rast A. namibiae izredno slaba. 
 
Preglednica 10: Maksimalne, minimalne in optimalne temperature rasti štirih vrst kvasovk iz rodu 
Aureobasidium 
  Maksimalna temperatura Minimalna temperatura Optimalna temperatura 
A. pullulans 33 °C  0 °C  20-24 °C 
A. melanogenum 37 °C 10 °C  24-33 °C 
A. subglaciale 30 °C  0 °C  15-24 °C 
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4.1.2   Natančno določanje zgornje meje slanosti pri optimalni temperaturi 
 
Pripravili smo gojišča YNB z glukozo in različnimi koncentracijami NaCl (12 %, 13 %, 
14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 % in 19 %) ter na vsako gojišče nacepili 3 µl vsake izmed 
štirih vrst kvasovk. Gojišča smo inkubirali pri različnih temperaturah (15 °C in 20 °C). 
Za gojišče z vsako kombinacijo smo imeli dve ponovitvi. Rezultati za vsako vrsto so 
podani v spodnjih preglednicah 11, 12 in 13 ter na slikah 6 in 7: 
 
Preglednica 11: Rast kvasovk na gojišču YNB z glukozo po 14 dneh pri različnih koncentracijah NaCl in 
različnih temperaturah 
 Koncentracija NaCl  12 % 13 % 14 % 15 % 16 % 17 % 18 % 19 % 









s 15 °C + ± ± ± ± - - - 













15 °C ± ± ± ± ± - - - 











15 °C + ± ± - - - - - 








e 15 °C ± ± - - - - - - 
20 °C + ± ± ± - - - - 
Legenda: (-) ni rasti kvasovk; (±) rast v zametkih/slaba rast kvasovk (2r kolonij < 5 mm); (+) dobra rast 
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Preglednica 12: Rast kvasovk na gojišču YNB z glukozo po 28 dneh pri različnih koncentracijah NaCl in 
različnih temperaturah 
 Koncentracija NaCl  12% 13% 14% 15% 16% 17% 18% 19% 









s 15 °C + + ± ± ± ± - - 













15 °C + ± ± ± ± - - - 











15 °C + + ± ± ± - - - 








e 15 °C + ± ± - - - - - 
20 °C + + + ± - - - - 
Legenda: (-) ni rasti kvasovk; (±) rast v zametkih/slaba rast kvasovk (2r kolonij < 5 mm); (+) dobra rast 
kvasovk (5 mm < 2r kolonij < 10 mm); (++) izredno dobra rast kvasovk (2r kolonij > 10 mm); *rast po 45 
dneh inkubacije 
 
Po opravljenih poskusih na gojišču YNB z glukozo in različnimi koncentracijami soli 
smo ugotovili, da ima vsaka od štirih vrst Aureobasidium kvasovk nekoliko različne 
optimalne pogoje rasti ter tolerira nekoliko drugačne koncentracije NaCl pri optimalnih 
temperaturah. Po pričakovanjih je najvišjo koncentracijo soli tolerirala kvasovka 
A. pullulans (izolirana iz solinske vode), in sicer 19 %, a se je rast pri tej koncentraciji 
pokazala šele po 45 dneh inkubacije, zato ta rezultat ni razviden iz preglednic. Po 
28 dneh inkubacije je najvišjo toleranco poleg že omenjene imela še A. melanogenum. 
Vrsta A. namibiae je imela najnižjo toleranco na sol, in sicer le 15 %. Po pričakovanjih 
je kvasovka A. subglaciale najvišjo toleranco na sol (16 %) pokazala pri 15 °C, medtem 
ko so ostale 3 vrste imele največjo toleranco pri 20 °C. Najboljšo rast so vse štiri vrste 
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kvasovk imele na gojišču, ki ni vsebovalo soli, kar je bilo pričakovano, saj so vrste zgolj 
halotolerantne in ne halofilne.  
 
Preglednica 13: Maksimalne in optimalne koncentracije soli (NaCl), ki še omogočajo rast štirih vrst 
kvasovk iz rodu Aureobasidium  
  Optimalna slanost (NaCl) Maksimalna slanost (NaCl) 
A. pullulans 0 %; vse temperature (izjema pri 33 °C – 5 %) 19 %; 20 °C 
A. melanogenum 0 %; vse temperature 18 %; 20 °C 
A. subglaciale 0 %; vse temperature 16 %; 15 °C 




Slika 6: Rast štirih vrst kvasovk iz rodu Aureobasidium na gojišču YNB z glukozo pri optimalni, 
minimalni in maksimalni temperaturi in slanosti po 28 dneh inkubacije 
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Slika 7: Rast štirih vrst kvasovk iz rodu Aureobasidium na gojišču YNB z glukozo pri različnih 
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4.2   RAZGRADNJA KOMPLEKSNIH SUBSTRATOV ŠTIRIH VRST KVASOVK 
RODU Aureobasidium  NA AGARNIH GOJIŠČIH 
 
Pri tem poskusu smo prav tako uporabili vse štiri prej omenjene vrste rodu 
Aureobasidium, ki smo jih predhodno gojili na gojišču MEA. Za nacepljanje na gojišča 
smo pripravili suspenzije celic, katerih koncentracijo smo določili s pomočjo 
hemocitometra. Uporabili smo trdna agarna gojišča YNB z različnimi viri ogljika  in 
gojišče YNB brez virov ogljika kot negativno kontrolo. Na vsako ploščo smo nacepili 
3 µl suspenzije vsake izmed štirih vrst kvasovk in inkubirali pri različnih temperaturah. 
Poskus smo izvedli v dveh paralelkah. Rezultate smo beležili po 7, 14, 22 in 35 dnevih. 
Rezultati so podani le za končne meritve v spodnjih preglednicah. 
 
4.2.1   Poskus brez dodatka NaCl 
 
Rezultati za poskus brez dodatka NaCl so podani v preglednici 14: 
 
Preglednica 14: Rast štirih vrst kvasovk na gojišču YNB z različnimi viri ogljika po 22  dnevih pri 
različnih temperaturah in 0 % NaCl 
 Temperatura 15 °C 24 °C 30 °C 
Vir ogljika + 0 % NaCl P M S N P M S N P M S N 
YNB brez glukoze ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± 
Kazein ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ - + 
Ksilan ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++ 
Pektin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ± + 
Lignin ± ± ± ± + ± ± ± ± ± - ± 
Škrob ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ + + 
Tween-80 ++ ++ ++ ++ + ++ ++ + + ++ - + 
Tributirin + + ++ + ++ ++ ++ ++ + ++ - + 
Taninska kislina ++ ++ ++ ++ + + + + + ++ + + 
Hitin ± ± ± ± + ± ± ± + + - ± 
Celuloza ± ± ± ± + + + + + + ± ± 
Naftalen ± ± ± ± ± ± - ± ± ± - - 
Legenda: P (A. pullulans); M (A. melanogenum); S (A. subglaciale); N (A. namibiae); ); (±) rast v 
zametkih/slaba rast kvasovk (2r kolonij < 5 mm); (+) dobra rast kvasovk (5 mm < 2r kolonij < 10 mm); 
(++) izredno dobra rast kvasovk (2r kolonij > 10 mm) 
 
Na trdnih gojiščih so vse štiri vrste kvasovk pokazale sposobnost rasti ob odsotnosti 
preprostih sladkorjev (npr. glukoza) in soli (NaCl) ter njihovo sposobnost razkroja 
različnih kompleksnih virov ogljika. Tako so vse štiri vrste že po dveh tednih rasti 
tvorile velike kolonije na gojišču YNB s kazeinom, ksilanom, pektinom, škrobom, 
tributirinom, Tween-80 ali taninsko kislino vsaj pri eni temperaturi. Med dobljenimi 
rezultati je najbolj zanimivo dejstvo, da so kolonije na določenih virih ogljika najbolje 
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uspevale zgolj pri določeni temperaturi, največkrat neodvisno od optimalne meje rasti 
same vrste kvasovke. Tako je bila za rast na taninski kislini in Tween-80 najbolj 
optimalna temperatura 15 °C, medtem ko je bila za rast na tributirinu in škrobu najbolj 
optimalna temperatura 24 °C. Za rast na ksilanu, kazeinu in pektinu sta bili najbolj 
optimalni temperaturi 15 °C in 24 °C. Pri temperaturi 30 °C po pričakovanjih zelo 
dobro raste le A. melanogenum, ki zelo dobro uspeva na vseh prej omenjenih gojiščih. 
Vrsti A. pullulans in A. namibiae pri tej temperaturi zelo dobro uspevata zgolj na 
gojišču s ksilanom. Vrsta A. subglaciale pri 30 °C dobro raste na gojišču s škrobom in 
taninsko kislino, na ostalih gojiščih pa je njena rast zanemarljiva oziroma je sploh ni. Ta 
vrsta od drugih bolje uspeva zgolj pri temperaturi 15 °C, in sicer na tributirinu kot viru 
ogljika. Razlik med rastjo kvasovk po dveh oziroma po treh tednih inkubacije na 
gojiščih brez soli skorajda ni. Rast kvasovk na gojišču s celulozo je bila dobra le pri 
24 °C, pri ostalih temperaturah pa je bila minimalna. Rast kvasovk na gojišču z 
ligninom, naftalenom in hitinom ob odsotnosti NaCl je bila v manjši meri zabeležena 
pri vseh vrstah kvasovk pri skoraj vseh temperaturah. Pri tem je bila rast kolonij na 
gojiščih z naftalenom in hitinom na videz zelo podobna rasti kolonij na gojiščih z 
negativno kontrolo (rizoidna razrast), zato lahko trdimo, da izbrani štirje sevi teh dveh 
substratov ne razgrajujejo. Rast na gojišču z ligninom je bila prav tako minimalna, 
ampak je bila vizualno drugačna kot rast kvasovk na gojišču z negativno kontrolo. 
 
Poleg opazovanja rasti smo gojišča, ki so vsebovala kot vir ogljika ksilan, celulozo, 
škrob, lignin in pektin obdelali s posebnimi barvili, da bi dokazali razgradnjo 
določenega substrata. Barvanje gojišča s pektinom, ksilanom in celulozo ni dalo 
željenih rezultatov, kljub temu, da je bila rast kolonij na gojiščih zelo dobro vidna. 
Barvanje gojišč s škrobom in ligninom pa je potrdilo, da so vse štiri vrste kvasovk vsaj 
delno zmožne razkroja teh dveh virov ogljika. Rezultati so prikazani na sliki 8.  
 
Ker smo z barvanjem dokazali razkroj lignina, kljub na videz slabi rasti kolonij na tem 
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Slika 8: Gojišče YNB s škrobom, ki je bilo naparjeno z jodom (A) in gojišče YNB z ligninom prelito z 
jodovico (B). Bele cone okrog kolonij nakazujejo razgradnjo škroba (A). Svetle cone okrog kolonij 
nakazujejo razgradnjo lignina (B). Na ploščah A in B so nacepljene štiri vrste kvasovk: A. pullulans (levo 
zgoraj), A. melanogenum (desno zgoraj), A. subglaciale (levo spodaj) in A. namibiae (desno spodaj) 
 
4.2.2   Poskus z dodanim 10 % NaCl 
 
Rezultati za poskus za poskus z dodanim NaCl so podani v preglednici 15: 
 
Preglednica 15: Rast štirih vrst kvasovk na gojišču YNB z različnimi viri ogljika po 35  dnevih pri 
različnih temperaturah in 10 % NaCl 
 Temperatura 15 °C 24 °C 30 °C 
Vir ogljika + 10 % NaCl P M S N P M S N P M S N 
YNB brez glukoze - - - - - - - - - ± - - 
Kazein + ± + + ++ + + + ++ + ± ± 
Ksilan ± ± ± - ± + - - - ± - - 
Pektin + ± + ± + + + + + + - ± 
Lignin - - - - - - - - - - - - 
Škrob ± ± - ± + ± + ± - - - - 
Tween-80 + ± + ± + + + + + + - ± 
Tributirin - - - - - ± - - - - - - 
Taninska kislina ± ± ± - - + - - - - - - 
Hitin ± ± ± ± ± ± - - - ± - - 
Celuloza ± ± ± - ± ± ± - - - - - 
Naftalen - - - - - - - - - - - - 
Legenda: P (A. pullulans); M (A. melanogenum); S (A. subglaciale); N (A. namibiae); ); (±) rast v 
zametkih/slaba rast kvasovk (2r kolonij < 5 mm); (+) dobra rast kvasovk (5 mm < 2r kolonij < 10 mm); 
(++) izredno dobra rast kvasovk (2r kolonij > 10 mm) 
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Za razliko od gojišč brez soli je rast kvasovk na gojiščih, ki smo jim dodali 10 % NaCl 
izjemno slaba. Zelo dobra rast se pojavi zgolj pri vrsti A. pullulans na gojišču s 
kazeinom, po pet tedenski inkubaciji (24 °C in 30 °C). Največja razlika med gojišči s 
soljo in brez nje se pojavi pri tributirinu, kjer rasti kolonij ob dodatku 10 % NaCl 
skorajda ni ter pri ksilanu, kjer je ob dodatku 10 % NaCl dobra rast omejena zgolj na 
A. melanogenum. Po petih tednih inkubacije vrste dobro uspevajo le na Tween-80 in 
pektinu (pri 24 °C) ter na kazeinu (pri 15 °C, 24 °C in 30 °C). Na gojišču z ligninom, 
hitinom in naftalenom rasti nismo zaznali pri nobeni vrsti, na gojišču s škrobom, 
ksilanom in taninsko kislino pa je bila rast omejena zgolj na majhne kolonije. Ob 
dodatku NaCl se pojavi tudi zamik v potrebnem času inkubacije, ki je ob odsotnosti le 
te znašal zgolj dva tedna, tu pa je za minimalno oziroma dobro rast kolonij potrebno 
gojišča inkubirati kar pet tednov. 
 
4.3   DOLOČANJE ENCIMSKIH AKTIVNOSTI ŠTIRIH VRST KVASOVK RODU 
Aureobasidium OB PRISOTNOSTI RAZLIČNIH VIROV OGLJIKA S POMOČJO 
RESAZURINA 
 
Pri poskusu z resazurinom  smo v mikrotitrske plošče odpipetirali ustrezna gojišča s 
posameznimi viri ogljika, gojišče brez vira ogljika (negativna kontrola) in destilirano 
vodo (druga negativna kontrola) ter vanje dodali suspenzijo s točno določeno 
koncentracijo celic posamezne vrste. Po ustreznem času inkubacije smo ploščam dodali 
znano koncentracijo resazurina in jih še dodatno inkubirali. Rezultate smo izmerili s 
fluorimetrom, poskus pa smo izvedli v 2 sklopih. V prvem sklopu smo izvedli 
preliminarni test, kjer smo optimizirali inkubacijski čas po dodatku celic in inkubacijsko 
temperaturo in čas po dodatku resazurina na mikrotitrske plošče. Rezultati 
preliminarnega poskusa se nahajajo v prilogi B in jih nismo vključili med končne 
rezultate. V drugem sklopu poskusov smo izvedli test s kompleksnimi viri ogljika s 
pomočjo barvila resazurin. 
 
4.3.1   Poskus s kompleksnimi viri ogljika 
 
V mikrotitrske plošče smo nacepljali kompleksne vire ogljika v dveh ponovitvah za 
vsako vrsto. Tako pripravljene plošče smo inkubirali 4, 5, 7 in 8 dni pri 15 °C, 24 °C in 
30 °C. Za drugi sklop poskusov smo pripravili tudi negativno kontrolo, kjer smo 
pripravili mikrotitrsko ploščo, ki je vsebovala enaka gojišča kot ostale plošče, ki pa jim 
nismo dodali suspenzije celic. Tudi v to ploščo smo dodali resazurin in izmerili 
fluorescenco, njene vrednosti pa smo odšteli od dobljenih vrednosti pri ploščah s 
celicami. Po 4 dneh inkubacije smo plošče po dodatku resazurina inkubirali 1, 2, 3 in 
4 ure pri temperaturi predhodne inkubacije te iste plošče. Po vsaki uri smo naredili 
meritve s fluorimetrom. Ker smo najboljše rezultate dobili po 3 urni inkubaciji po 
dodatku resazurina, so rezultati podani v spodnjih grafih prikazani zgolj za te meritve. 
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Slike 9, 10 in 11 prikazujejo metabolno aktivnost posamezne vrste kvasovk rodu 
Aureobasidium v gojiščih z različnimi viri ogljika pri izbrani temperaturi, slike 12, 13, 
14 in 15 pa metabolno aktivnost štirih vrst kvasovk rodu Aureobasidium v gojišču z 
izbranim virom ogljika pri treh izbranih temperaturah: 
 
 
Slika 9: Grafi fluorescence resazurina za posamezno vrsto kvasovke pri 15 °C. Meritve so narejene pri 
ekscitaciji 535 nm in emisiji 595 nm za posamezen vir ogljika na posamezen dan po 3 urni inkubaciji po 
dodatku barvila  
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Slika 10: Grafi fluorescence resazurina za posamezno vrsto kvasovke pri 24 °C. Meritve so narejene pri 
ekscitaciji 535 nm in emisiji 595 nm za posamezen vir ogljika na posamezen dan po 3 urni inkubaciji po 
dodatku barvila pri  
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Slika 11: Grafi fluorescence resazurina za posamezno vrsto kvasovke pri 30 °C. Meritve so narejene pri 
ekscitaciji 535 nm in emisiji 595 nm za posamezen vir ogljika na posamezen dan po 3 urni inkubaciji po 
dodatku barvila pri  
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Slika 12: Grafi fluorescence resazurina v gojišču s ksilanom. Meritve so narejene pri ekscitaciji 535 nm in 
emisiji 595 nm za vsako vrsto kvasovke na posamezen dan po 3 urni inkubaciji po dodatku barvila pri 
različnih temperaturah 
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Slika 13: Grafi fluorescence resazurina v gojišču s škrobom. Meritve so narejene pri ekscitaciji 535 nm in 
emisiji 595 nm za vsako vrsto kvasovke na posamezen dan po 3 urni inkubaciji po dodatku barvila pri 
različnih temperaturah  
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Slika 14: Grafi fluorescence resazurina v gojišču s pektinom. Meritve so narejene pri ekscitaciji 535 nm 
in emisiji 595 nm za vsako vrsto kvasovke na posamezen dan po 3 urni inkubaciji po dodatku barvila pri 
različnih temperaturah 
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Slika 15: Grafi fluorescence resazurina v gojišču s kazeinom. Meritve so narejene pri ekscitaciji 535 nm 
in emisiji 595 nm za vsako vrsto kvasovke na posamezen dan po 3 urni inkubaciji po dodatku barvila pri 
različnih temperaturah  
 
Tudi v gojiščih s kompleksnimi viri ogljika je opazna razlika med posameznimi vrstami 
in preferenčnim virom ogljika. Ksilan se pokaže kot substrat, ki metabolno aktivnost 
najbolj poviša, ne glede na čas inkubacije in temperaturo. Medtem je ta najslabša pri 
gojiščih z ligninom in hitinom ter pri gojišču s taninsko kislino, kjer se povišana 
metabolna aktivnost pokaže po 4 dneh inkubacije, kasneje pa pade. Precej visoka 
metabolna aktivnost se pri vseh pokaže tudi pri gojiščih s škrobom, Tween-80 in 
presenetljivo celulozi. Vse vrste pokažejo tudi nekoliko višjo aktivnost v gojišču s 
pektinom, ki pa se pojavi šele po 7 in 8 dneh inkubacije. Rezultati so prikazani na slikah 
od 9-15. 
 
Poseben poudarek  smo posvetili tudi primerjavi encimske aktivnosti štirih vrst na 
substratih, ki so pokazali najvišje aktivnosti na trdnih gojiščih (škrob, pektin, kazein in 
ksilan). Ugotovili smo, da v tekočih gojiščih vrste pokažejo izredno visoke aktivnosti v 
gojišču s kazeinom in škrobom, kjer temperatura inkubacije ne igra posebej pomembne 
vloge (izjema je le še nekoliko povečana aktivnost pri A. subglaciale in škrobu). 
Preseneča slabša aktivnost v gojiščih s kazeinom, kjer nekoliko izstopata le 
A. subglaciale pri vseh temperaturah in A. melanogenum pri 30 °C. Višjo encimatsko 
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aktivnost v gojišču s pektinom pa zaznamo šele po 7. in 8. dneh inkubacije pri vseh 
vrstah. Rezultati so prikazani na slikah od 9-15. 
 
4.4   PRIMERJAVA IZBRANIH ENCIMSKIH ZAPOREDIJ REFERENČNIH SEVOV 
Z ZAPOREDNJI ŠTIRIH VRST KVASOVK RODU Aureobasidium 
 
S pomočjo strežnika NCBI (2017) in programa BLASTp smo izvedli primerjavo 
izbranih encimskih sekvenc referenčnih sevov s štirimi vrstami kvasovk rodu 
Aureobasidium. Pri tem smo v nastavitvah uporabili algoritem blastp (protein-protein 
BLAST) in zadetke iskali znotraj podatkovne baze ˝Non-redundant protein sequences 
(nr)˝. Pri vsakem izbranem encimu smo primerjali vrednost E, prekrivanje in identičnost 
sekvence referenčnega seva s sekvencami Aureobasidium kvasovk. Rezultati so 
prikazani v preglednici 16. 
 
Ker smo za primerjavo zaporedij izbrali encime različnih referenčnih sevov A. pullulans 
smo dobili zelo dobre rezultate. Vrednost E je bila tako enaka pri vseh vrstah in vseh 
encimih in je znašala 0,0. Prekrivanje sekvence je bilo v večini primerov med 86 % in 
100 %, slabše je bilo le pri encimu pektin liazi in vrstah A. melanogenum (54 %) in 
A. namibiae (55 %). Visoka je bila tudi identičnost zaporedij, ki ni bila nikoli manjša od 
83 % (pri alfa amilazi in A. pullulans ter pektin liazi  in A. subglaciale), nižja od 90 % 
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Preglednica 16: Iskanje genskih zapisov izbranih encimov v štirih vrstah Aureobasidium kvasovk s 





pullulans     
NRRL       
Y-12974 
A. pullulans         
NRRL       
Y-12974 




















ADN65120.1 AEH03024.1 BAE71410.1 OBW64854.1 ABY51684.1 
 Dolžina 
zaporedja 






















Vrednost E 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Prekrivanje 98 % 99 % 100 % 100 % 100 % 
























Vrednost E 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Prekrivanje 98 % 99 % 86 % 54 % 100 % 

































Vrednost E 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Prekrivanje 98 % 91 % 100 % 100 % 100 % 





















Vrednost E 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Prekrivanje 98 % 100 % 100 % 55 % 100 % 
Identičnost  94 % 90 % 94 % 91 % 93 % 
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5   RAZPRAVA 
 
5.1   FIZIOLOŠKE MEJE RASTI ŠTIRIH VRST KVASOVK IZ RODU 
Aureobasidium 
 
V raziskavi smo ugotavljali temperaturne in slanostne optimume, maksimume in 
minimume štirih različnih vrst kvasovk iz rodu Aureobasidium na gojiščih YNB z 
glukozo. Po pričakovanjih so se ti med seboj nekoliko razlikovali. Že v raziskavi, ki so 
jo opravili Zalar in sod. (2008) so določili temperaturne in slanostne razpone štirih 
različnih sevov omenjenih vrst na gojiščih MEA in PDA. Pri tem sta bila seva 
A. namibiae in A. subglaciale ista, kot smo ju uporabili v naših raziskavah, seva 
A. pullulans in A. melanogenum pa drugačna. Naš izbor sevov smo omejili le na tiste, ki 
imajo znano genomsko zaporedje (Gostinčar in sod., 2014). 
 
Sev A. pullulans izoliran iz grozdja ima temperaturni optimum pri 25 °C, maksimum pri 
30 °C in minimum pri 4 °C. Slanostni maksimum ima sev pri 15 % NaCl, a so že 
Gunde-Cimerman in sod. (2000) dokazali, da je maksimum rasti pri tej vrsti vsaj 17 % 
NaCl. Naše raziskave na drugem sevu iste vrste so maksimum dvignile še za 2 %, na 
19 % NaCl, kar je tudi pričakovano, saj je bil sev uporabljen v naši raziskavi izoliran iz 
solinskega bazena. Povečali smo tudi temperaturni razpon vrste iz 4 °C-30 °C na 0 °C-
33 °C. Optimum rasti je bil podoben, to je 20 °C-24 °C. 
 
Izvor seva A. melanogenum uporabljenega v raziskavi Zalar in sod. (2008) ostaja 
neznan, uspeva pa pri koncentraciji soli do 10 % NaCl in ima temperaturni razpon med 
10 °C in 35 °C, z optimumom pri 30 °C. V kasnejši raziskavi so Gostinčar in sod. 
(2014) uporabili sev, ki smo ga v naši raziskavi uporabili tudi mi in ugotovili, da ima ta 
vrsta temperaturni maksimum še nekoliko višji, in sicer 37 °C. Naši rezultati so bili tako 
nekoliko drugačni kot so jih dobili Zalar in sod. (2008), a podobni tistim od Gostinčar in 
sod. (2014). Temperaturni maksimum in minimum vrste tako ostajata pri 10 °C in 
37 °C , optimum pa smo precej razširili (med 24 °C in 33 °C). Sev je presenetljivo zelo 
dobro uspeval tudi na slanih gojiščih in je toleriral slanost vse do 18 % NaCl, kar je 
precej več, kot ugotovljeno prej. Visok temperaturni minimum in maksimum sta 
pričakovana, saj vrsta najbolje uspeva v nekoliko toplejših okoljih in se lahko pojavlja 
kot človeški patogen, prav tako pa ne preseneča visoka odpornost na NaCl, saj je bil sev 
izoliran tudi v slanih okoljih (Gostinčar in sod., 2014). 
 
Sev A. subglaciale, ki je identičen sevu uporabljenemu v naših raziskavah, naj bi 
toleriral do 10 % NaCl, temperaturni razpon pa imel med 4 °C in 25 °C, z optimum rasti 
pri 25 °C (Zalar in sod., 2008). V naši raziskavi smo ugotovili, da sev tolerira precej 
višjo slanost, in sicer kar do 16 % NaCl, ampak zgolj pri nekoliko nižjih temperaturah 
(15 °C). Oboje je pričakovano, saj gre za sev izoliran iz ledeniškega ledu vzorčenega iz 
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morske vode. Sev tolerira tudi nekoliko višje in nižje temperature (0 °C-30 °C) in ima 
najnižji optimum izmed štirih preučevanih vrst, in sicer med 15 °C in 24 °C. Ker je sev 
zelo dobro uspeval tudi pri temperaturi 0 °C obstaja možnost, da je dejanska minimalna 
temperatura še nekoliko nižja. Prilagojenost vrste na izredno nizke temperature in 
visoke koncentracije soli ni presenetljiva, saj so jo izolirali tudi iz slanih kapilar vode, ki 
se pojavljajo v ledu. 
 
Sev A. namibiae, ki so ga uporabili Zalar in sod. (2008) je prav tako identičen sevu, ki 
smo ga uporabili v naših raziskavah. Glede na Zalar in sod. (2008) naj bi sev toleriral do 
10 % NaCl in razpon temperatur med 10 °C in 30 °C, z optimumom pri 25 °C. 
Ugotovili smo, da sev tolerira precej višje koncentracije NaCl, in sicer do 15 %, 
temperaturni razpon pa ima med 0 °C in 33 °C. Optimalna temperatura rasti je podobna. 
Naše ugotovitve ne presenečajo, saj je sev izoliran iz skal v puščavi, kjer so nihanja 
temperature in odsotnost vode pogoste. 
 
Glede na ostale vire smo ugotovili, da imajo preučevani sevi toleranco na visoke 
koncentracije NaCl še precej višjo, kot je bilo sprva dokazano. Dokazali smo tudi višje 
temperaturne razpone rasti preučevanih sevov (izjema je A. melanogenum), medtem ko 
so optimumi rasti podobni. Glede na to, da so vse vrste rodu Aureobasidium zgolj 
halotolerantne, ne pa tudi halofilne, rastejo optimalno pri pogojih brez prisotnosti NaCl. 
 
Pri gojenju kvasovk na YNB gojišču z glukozo in inkubaciji pri 33 °C smo opazili tudi 
nenavaden fenomen. Kljub dejstvu, da imajo vse štiri vrste optimalno koncentracijo za 
rast pri 0 % NaCl, sta dve vrsti (A. pullulans in A. namibiae) pri svoji maksimalni 
temperaturi rasti (33 °C) zrasli šele ob dodatku soli v gojišču. In sicer, je kvasovka 
A. namibiae zrasla zgolj ob dodatku 5 % NaCl (kljub temu je rast zelo slaba), 
A. pullulans pa ob dodatku 5 % in 10 % soli, ne pa tudi na gojišču brez soli. Zaradi 
nenavadnega vzorca rasti smo poskus v dveh paralelkah še enkrat ponovili ter dobili 
identične rezultate. Iz tega lahko sklepamo, da je za rast kvasovk v določenih pogojih 
potreben več kot zgolj en stresni dejavnik (v tem primeru visoka temperatura in visoka 
koncentracija NaCl). Podoben fenomen sta opisala že Cook in Christen (1975), kjer sta 
dokazala, da sevi gliv vrst Fusarium roseum in Gaeumannomyces graminis, za dosego 
rasti kolonij pri maksimalni temperaturni meji rasti (35 °C) potrebujejo okolje z nižjim 
vodnim potencialom, kot sicer. Vrsti imata optimalne pogoje rasti pri temperaturah med 
19 °C in 28 °C in optimalnem vodnem potencialu pri -1,5 bara. Ko pa sta seve gojila pri 
35 °C in vodnem potencialu -1,5 bara kolonije niso zrasle, pač pa so začele rasti šele ob 
znižanju vodnega potenciala na -14 do -72 bara, z optimumom pri    -28 do -41 bara. 
Sklepala sta, da je taka rast način prilagajanja organizmov, ki čakajo na ˝običajno˝ 
situacijo v okolju, kjer visoke temperature sovpadajo s pomanjkanjem vode. Taka 
razlaga je logična tudi v našem primeru, saj se koncentracije soli v okolju povečajo ob 
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izhlapevanju vode pri višjih temperaturah. To velja tako za puščavsko okolje, kot tudi 
za solinske bazene. Rezultati so prikazani na sliki 16: 
 
 Slika 16: Rast štirih vrst kvasovk na gojišču YNB z glukozo pri različnih koncentracijah NaCl po 
21 dnevih pri 33 °C 
 
Pri nekaterih ponovitvah na trdnih gojiščih smo opazili minimalna odstopanja rasti med 
paralelkami. Zavedati se moramo, da je pri štetju celic z izboljšanim Neubauerjevim 
hemocitometrom, dobljena koncentracija celic v suspenziji zgolj dober približek. Pri 
štetju namreč pride do različnih napak (mrtve celice, napake pri štetju celic oz. 
nepravilno štetje celic, napake hemocitometra, ...), ki glede na različne avtorje 
predstavljajo različen odstotek odstopanja od dejanske vrednosti celic. Vrednosti se 
gibljejo nekje med 9,6 % (Imade in sod., 1993) in 26 % (Willen, 1976). Kljub tej napaki 
je približna ocena koncentracije celic v suspenziji s hemocitometrom za naš poskus 
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5.2   ENCIMSKE AKTIVNOSTI ŠTIRIH VRST KVASOVK IZ RODU 
Aureobasidium NA AGARNIH GOJIŠČIH 
 
Ena glavnih značilnosti kvasovk iz rodu Aureobasidium je produkcija različnih encimov 
za razgradnjo kompleksnih virov ogljika. V raziskavi smo ugotavljali sposobnost rasti 
na gojiščih z nekaterimi kompleksnimi substrati štirih vrst preučevanih kvasovk. V 
predhodnih raziskavah sta že Buzzini in Martini (2002) dokazala zmožnost razgradnje 
določenih virov ogljika na trdnih agarnih gojiščih, kjer je od 46 različnih preučevanih 
sevov A. pullulans, izoliranih iz tropskih okolij, 12 sevov pokazalo dobro amilazno 
aktivnost na gojišču s škrobom, 16 dobro peptidazno aktivnost na gojišču s peptonom in 
Tween-80, 20 dobro lipazno aktivnost na gojišču s peptonom in tributirinom, 7 dobro 
proteazno aktivnost na gojišču s kazeinom, 10 dobro pektinazno aktivnost na gojišču s 
pektinom in 1 sev dobro hitinazno aktivnost na gojišču s hitinom. Nobeden izmed 
46 sevov pa ni pokazal dobre celulolitične aktivnosti na gojiščih s 
karboksimetilcelulozo. Iz tega lahko sklepamo, da so zgoraj omenjene encimske 
aktivnosti (z izjemo hitinolitične in celulolitične) med različnimi sevi A. pullulans dobro 
zastopane in dokaj pogoste. Podobno smo dokazali tudi v naši raziskavi, kjer so vse štiri 
vrste pokazale dobro encimsko aktivnost na gojiščih s kazeinom, pektinom, škrobom, 
tributirinom in Tween-80 vsaj pri eni temperaturi. Celulolitična in hitinolitična aktivnost 
sta bili pri vseh štirih vrstah precej omejeni, a je bila minimalna rast kolonij vidna na 
gojišču s celulozo pri 24 °C. Celulolitično aktivnost pri nekaterih sevih A. pullulans sta 
sicer dokazala že Kudanga in Mweje (2005). Hitinolitična rast je bila rizoidno razvejana 
in na las podobna rasti kolonij na gojiščih z negativno kontrolo, zato sklepamo, da naši 
štirje sevi niso zmožni razgradnje hitina, kljub temu, da sta hitinolitično aktivnost 
nekaterih sevov potrdila tudi Kirchner (1995) in Ippolito in sod. (2000). 
 
Podobno zanemarljiva, kot rast na gojiščih s hitinom je bila tudi rast preučevanih vrst 
kvasovk na gojišču z naftalenom. Leelaruji in sod. (2013) so sicer potrdili, da nekateri 
sevi (v tem primeru sev vrste A. melanogenum izoliran iz zemlje okužene z nafto) lahko 
razgrajujejo tudi določene poliaromatske spojine, kot je naftalen, a je ta sposobnost 
omejena zgolj na posamezne seve. Ker je bila rast kolonij na gojiščih z naftalenom 
podobna rasti kolonij na gojišču z negativno kontrolo sklepamo, da naši štirje sevi niso 
sposobni razgradnje naftalena.  
 
Rast preučevanih vrst kvasovk na gojišču z ligninom je bila prav tako minimalna, 
vendar kolonije niso kazale rizoidne razrasti, kot na ostalih gojiščih ob minimalni rasti. 
Zmožnost razgradnje lignina nekaterih sevov A. pullulans so sicer potrdili Rich in sod. 
(2011), že prej pa sta Bourbonnais in Paice (1987) potrdila, da nekateri sevi lahko 
razgrajujejo ligninu sorodne aromatske substrate. Poleg tega, smo degradacijo lignina 
kasneje potrdili še z barvanjem gojišča in tako dokazali, da so preučevani sevi sposobni 
razgradnje. 
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Vsi štirje preučevani sevi so sicer zelo dobro rasli tudi na gojiščih, ki so vsebovala kot 
vir ogljika ksilan in taninsko kislino. Kvasovke iz rodu Aureobasidium so sicer znane 
po zelo dobri razgradnji ksilana in produkciji visokih koncentracij različnih encimov za 
njegovo razgradnjo, kar so dokazali tudi Leathers (1986) in Myburgh in sod. (1991), 
zato izredno dobra rast na tem gojišču ni presenetljiva. Prav tako ne preseneča dobra 
rast vseh preučevanih kvasovk na gojišču s taninsko kislino, saj so kvasovke iz tega 
rodu znane kot rastlinski saprofiti. Zmožnost produkcije tanaze, encima ki razgrajuje 
taninsko kislino, pa so predhodno potrdili tudi Horvath in sod. (1976) in Banerjee in 
Pati (2007) pri nekaterih sevih vrste A. pullulans. 
 
Največje presenečenje poskusa je predvsem razvejana rast vseh štirih vrst kvasovk na 
gojišču YNB brez vira ogljika in to pri vseh temperaturah. Rast kolonij je bila sicer 
minimalna, ampak na vseh gojiščih dobro vidna. To potrjuje oligotrofno naravo 
kvasovk rodu Aureobasidium. Zaradi odsotnosti hranil večji del kolonije v tem primeru 
ni rastel na površini gojišča, pač pa se je rizoidno širil globje v agar stran od njenega 
centra. Ob dodatku soli v gojišče YNB brez vira ogljika rast kolonij ni bila vidna. 
 
Na gojiščih z 10 % NaCl, so kvasovke uspevale precej slabše oziroma na nekaterih 
gojiščih sploh niso (lignin, tributirin, naftalen). Dobro rast smo zabeležili le na gojiščih 
Tween-80, kazein, pektin in deloma škrob. Glede na to, da je bila rast kvasovk najboljša 
tudi na gojiščih z enakim virom ogljika ob odsotnosti soli, rezultat ni presenetljiv. 
Zanimiva je le slabša rast na gojišču s ksilanom in 10 % NaCl, glede na to, da na 
gojišču s ksilanom brez soli vse štiri vrste dobro uspevajo. Opazna je tudi velika razlika 
med gojenjem sevov na gojiščih brez soli (zelo dobro rast vsaj ene kolonije smo 
zabeležili že po 7 dneh) in gojiščih z dodanim NaCl (le dve koloniji sta pokazali zelo 
dobro rast in še to po šele 35 dneh inkubacije). Dobljene rezultate lahko pripišemo 
dejstvu, da so kvasovke iz rodu Aureobasidium zgolj halotolerantne, zato visoke 
koncentracije NaCl otežijo razgradnjo kompleksnih substratov oziroma negativno 
vplivajo na produkcijo in izločanje ustreznih encimov (Zalar in sod., 2008). 
 
Zaključimo lahko, da je dobra rast na nekaterih gojiščih kot so ksilan, pektin in taninska 
pričakovana, saj so glive rodu Aureobasidium znane kot rastlinski saprofiti (Gostinčar 
in sod., 2014), prav tako ni presenetljivo, da niso pokazale dobre rasti na gojiščih z 
ligninom, hitinom in predvsem celulozo, saj je razgradnja le teh značilnejša za rastlinske 
patogene, ki vdirajo v rastlinske celice (Ohm in sod., 2012). Ker so encimi za 
razgradnjo škroba, proteinov in osnovnih sladkorjev dobro zastopani med večino 
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5.3   ENCIMSKE AKTIVNOSTI ŠTIRIH VRST KVASOVK IZ RODU 
Aureobasidium V TEKOČIH GOJIŠČIH 
 
Encimske aktivnosti kvasovk iz rodu Aureobasidium v tekočih gojiščih so sicer 
posredno dokazovali že Lingappa in sod. (1963) z gojenjem kvasovk vrste A. pullulans. 
Uporabili so tako enostavne, kot tudi kompleksne substrate (glukoza, fruktoza, 
galaktoza, saharoza, laktoza, trehaloza, maltoza, dekstrin, škrob, inulin in pektin). 
Podobno kot pri Lingappa in sod. (1963) so pri naših poskusih kvasovke dobro uspevale 
v gojiščih s škrobom in pektinom.  
 
Pri poskusih v tekočih gojiščih, ki so vsebovala zgolj kompleksne vire ogljika, smo 
dobili podobne rezultate kot pri poskusih na trdnih agarnih gojiščih, a z nekaj razlikami. 
Največja razlika je bila zagotovo dobra rast vseh vrst kvasovk v gojišču s celulozo pri 
vsaj eni temperaturi in zelo slaba rast kvasovk v gojišču s kazeinom. Kvasovke so sicer 
pokazale najboljšo rast v gojiščih s škrobom, ksilanom in Tween-80, kar smo glede na 
prejšnje poskuse tudi pričakovali (Lingappa in sod., 1963) ter prej omenjeno celulozo.  
 
Dobra rast se v gojiščih s pektinom pojavi šele po 7 in 8 dneh inkubacije, rast v gojiščih 
z glukozo pa je bila po več kot 4 dnevih inkubacije izrazito dobra le pri vrsti 
A. melanogenum. Slednja rezultata sta sicer pričakovana, saj je glukoza enostaven 
sladkor, ki ga celice lahko v gojišču hitreje porabijo, medtem ko za razgradnjo pektina 
celice porabijo več časa, kar se odraža v večji metabolni aktivnosti skozi daljše časovno 
obdobje (s fluorescenco resazurina namreč merimo metabolno aktivnost celic v danem 
trenutku). Tudi zato je metabolna aktivnost celic v gojiščih s celulozo v vseh časovnih 
obdobjih še toliko bolj presenetljiva. 
 
Podobno kot na trdnih gojiščih je rast kvasovk izredno slaba v gojišču s hitinom in 
ligninom. Nekoliko boljšo rast v gojišču z ligninom so vrste pokazale zgolj pri 15 °C v 
začetku inkubacije. Na naše presenečenje v tekočih gojiščih nismo zaznali vidnejše rasti 
kvasovk v gojiščih s taninsko kislino. Taninska kislina je sicer znana po svojih 
inhibitornih lastnostih, a to ne pojasni dejstva, da so vse štiri vrste kvasovk dobro 
uspevale na trdnih agarnih gojiščih, ki so jo vsebovala. Njena koncentracija v tekočem 
gojišču je bila sicer 2-krat manjša (0,5 %), kot koncentracija ostalih kompleksnih virov 
ogljika (1 %), kar bi lahko prispevalo k njeni hitri porabi.  
 
Od vseh rezultatov najbolj preseneča metabolna aktivnost nekaterih vrst pri določenih 
temperaturah. V nasprotju s pričakovanji je najboljše aktivnosti pri največjem številu 
substratov pri 30 °C pokazala kvasovka A. subglaciale, medtem ko je pri 15 °C to 
pokazala A. melanogenum. Med rezultati izstopa tudi dejstvo, da so z višanjem 
temperature vrste metabolno aktivnejše pri manjšem številu substratov. Glede na 
optimume posameznih vrst (predvsem A. pullulans, A. namibiae in A. subglaciale) to ni 
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presenetljivo, prav tako je bil upad rasti kvasovk pri višjih temperaturah opazen na 
trdnih agarnih gojiščih. 
 
Med vsemi vrstami je A. namibiae v tekočih gojiščih metabolno najmanj aktivna, kljub 
temu, da je bila njena rast na trdnih agarnih gojiščih enaka ostalim trem vrstam. To 
pripisujemo drugačnemu življenjskemu stilu, ki je omejen na marmor v Namibijski 
puščavi, medtem ko so ostale vrste najpogosteje prisotne v vodnem okolju..  
 
Nekoliko različne rezultate, dobljene v poskusu z resazurinom v primerjavi z rezultati 
dobljenimi na trdnih agarnih gojiščih, lahko pripišemo presenetljivo visoki metabolni 
aktivnosti celic vseh vrst kvasovk v tekočem gojišču brez vira ogljika. Ta je namreč 
predstavljal negativno kontrolo, ki smo jo odšteli od ostalih meritev fluorescenc v 
gojiščih z viri ogljika. Pri oceni rasti kolonij na trdnih gojiščih rasti negativne kontrole 
namreč nismo odštevali, kot pri poskusih v tekočih gojiščih in zato so rezultati na videz 
nekoliko boljši. 
 
Omeniti velja tudi, da se stopnja fluorescence resazurina ob enakih pogojih in različni 
temperaturi nekoliko spreminja (Fields in Lancaster, 1996), ker pa smo želeli razgradnjo 
različnih virov ogljika primerjati med seboj zgolj pri enakih temperaturah, faktorja 
nismo upoštevali. 
 
Pri tem je potrebno poudariti, da je metoda dokazovanja metabolne razgradnje 
določenega substrata v tekočem gojišču precej bolj natančna kot na trdnih agarnih 
gojiščih. Pri slednjem gre namreč zgolj za vizualno kvalitativno oceno rasti, medtem ko 
pri poskusu z resazurinom opravimo kvantitativne meritve fluorescence, ki so dokaz 
povečane metabolne aktivnosti celic znotraj gojišča.  
 
Poskusi z resazurinom so potrdili naše domneve, ki smo jih dokazali že na trdnih 
agarnih gojiščih, in sicer, da so kvasovke iz rodu Aureobasidium izredno dobro 
prilagojene na različne vire hranil, kar je tudi eden od razlogov za njihovo vsesplošno 
prisotnost. Poleg tega, pa smo v tej magistrski nalogi metodo z resazurinom prvič bolje 
vzpostavili in optimizirali ter s tem potrdili njeno uporabnost, kar predstavlja 
pomemben doprinos k nadaljnjemu raziskovalnemu delu. 
 
5.4   ISKANJE ZAPISOV ZA ENCIMSKE AKTIVNOSTI ŠTIRIH VRST KVASOVK 
IZ RODU Aureobasidium S POMOČJO PROGRAMA BLASTp STREŽNIKA NCBI  
 
Da bi posredno dokazali encimske aktivnosti štirih preučevanih vrst kvasovk rodu 
Aureobasidium smo s pomočjo strežnika NCBI (2017) in programa BLASTp izvedli 
primerjavo izbranih encimskih sekvenc referenčnih sevov s preučevanimi vrstami 
kvasovk.  
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Za primerjavo zaporedij smo v literaturi poiskali encime različnih referenčnih sevov 
A. pullulans, za katere smo predvidevali, da se nahajajo v vseh štirih preučevanih vrstah 
kvasovk. Izbrali smo alfa-amilazo, gama-amilazo, pektin liazo, alkalno serinsko 
proteazo in endo-1,4-beta ksilanazo.  
 
Po izvedenih primerjavah smo ugotovili, da je pri vseh primerjanih zaporedjih bila 
vrednost E enaka in je znašala 0,0, kar pomeni, da je verjetnost naključnega zaporedja, 
ki ustreza iskanemu zaporedju znotraj baze, po kateri smo iskali, enaka 0. Vsi zadetki, 
ki smo jih dobili so torej popolnoma nenaključni.  
 
Prekrivanje sekvence je bilo v večini primerov izredno visoko, med 86 % in 100 %, kar 
niti ne preseneča, saj bi lahko bil evolucijski izvor posameznih encimov skupen, glede 
na dejstvo, da smo primerjali vrste znotraj istega rodu. Najboljša prekrivanja smo dobili 
pri alkalni serinski proteazi, kjer so vsa zaporedja vseh štirih preučevanih vrst kvasovk 
100 % prekrivala z zaporedjem referenčnega seva. Prekrivanje manjše od 86 % smo 
dobili le pri encimu pektin liazi referenčnega seva in preučevanih vrstah 
A. melanogenum (54 %) in A. namibiae (55 %).  
 
Visoka je bila tudi identičnost zaporedij, ki ni bila nikoli manjša kot 83 % (pri alfa 
amilazi referenčnega seva in preučevanem sevu A. pullulans ter pektin liazi 
referenčnega seva in preučevanem sevu A. subglaciale). Identičnost je bila nižja od 
90 % le petkrat. Najvišja identičnost zaporedij referenčnega in preučevanega seva pa je 
bila kar 99 % (pri pektin liazi referenčnega seva in preučevanem sevu A. pullulans). 
Tudi to kaže na veliko sorodnost referenčnih in preučevanih sevov. 
 
Glede na to, da so vse štiri preučevane vrste dobro uspevale na kazeinu, škrobu, ksilanu 
in pektinu, smo pričakovali, da v svojih zapisih vsebujejo gene za encime, ki 
razgrajujejo izbrane substrate. Obstoj izbranih encimskih družin, ki so ključnega 
pomena za izbrane vrste kvasovk so deloma potrdili že Gostinčar in sod. (2014). Izbrani 
encimi sicer pokrivajo možnost razgradnje precej različnih substratov tako rastlinskega 
(pektin, ksilan, škrob), kot živalskega izvora (kazein) in so za kvasovke bistvenega 
pomena. Ker smo željena encimska zaporedja našli pri sevih istega rodu smo 
pričakovali, da bodo ujemanja precej velika in bomo lahko potrdili obstoj iskanih 
encimov tudi pri preučevanih vrstah. Rezultati so naša pričakovanja potrdili, prekrivanja 
zaporedij in njihova identičnost pa so bili izredno visoki.  
 
Na podlagi dobljenih rezultatov zaključujemo, da vse štiri preučevane vrste kvasovk v 
svojem genomu vsebujejo zapise za izbrane encime (alfa-amilazo, gama-amilazo, pektin 
liazo, alkalno serinsko proteazo in endo-1,4-beta ksilanazo), ki jim omogočajo 
razgradnjo izbranih substratov. 
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6   SKLEPI 
 
Med štirimi preučevanimi vrstami kvasovk obstajajo razlike glede fizioloških mej rasti. 
Najvišjo slanost tolerira A. pullulans (19 % NaCl), najvišjo temperaturo 
A. melanogenum (37 °C), pri najnižji še preučevani temperaturi (0 °C) pa uspevajo 
A. pullulans, A. namibiae in A. subglaciale, kjer slednja raste najbolje. A pullulans in 
A. namibiae imata optimalne rastne temperature med 20 °C in 24 °C, medtem ko so 
optimalne rastne temperature za A. melanogenum med 24 °C in 33 °C, za A. subglaciale 
pa med 15 °C in 24 °C.  
 
Vse štiri vrste kvasovk so pokazale dobro rast na trdnih agarnih gojiščih, ki so 
vsebovala različne kompleksne vire ogljika (predvsem ksilan, pektin, škrob, kazein, 
Tween-80, tributirin in taninsko kislino) in potrdile svojo pestrost v sposobnosti 
razgradnje kompleksnih substratov. Kvasovke sicer niso pokazale dobre encimske 
aktivnosti pri razgradnji hitina in naftalena, vendar so v določeni meri bile sposobne 
razgradnje celuloze in lignina. Preferenčne temperaturne razlike za razgradnjo 
določenega vira ogljika se niso pokazale med posameznimi vrstami, ampak med 
posameznimi viri ogljika (torej za posamezne encime). 
 
V tekočem mediju so vse 4 vrste pokazale različne profile razgradnje različnih 
kompleksnih virov ogljika. Vse štiri vrste so pokazale najboljšo encimsko aktivnost pri 
razgradnji ksilana ter deloma tudi škroba, Tween-80, kazeina in presenetljivo tudi 
celuloze. Vrste so pokazale tudi dobro encimsko aktivnost v gojišču s pektinom, ampak 
šele po 7 in 8 dneh inkubacije pri določeni temperaturi. V nasprotju s pričakovanji je 
največ različnih encimskih aktivnosti pri temperaturi 30 °C pokazala A. subglaciale, pri 
15 °C pa A. melanogenum. 
 
Po primerjavi nekaterih zaporedij genov za encime referenčnih sevov z zaporedji 
preučevanih štirih vrst kvasovk smo ugotovili, da vse štiri vrste vsebujejo zapis za 
encim alfa-amilazo in gama-amilazo za razgradnjo škroba, endo-1,4-beta ksilanazo za 
razgradnjo ksilana, pektin liazo za razgradnjo pektina in alkalno serinsko proteazo za 
razgradnjo kazeina. 
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7   POVZETEK 
 
Črne kvasovke iz rodu Aureobasidium so znane kot poliekstremotolerantne glive, ki 
tolerirajo tako visoke koncentracije soli, visoke in predvsem izredno nizke temperature, 
kot tudi okolja z malo nutrienti. Zaradi svoje saprofitske in vsepovsod prisotne narave 
imajo sposobnost razgradnje velikega števila najrazličnejših kompleksnih virov ogljika, 
kar jih med drugim dela biotehnološko zanimive.  
 
Pri raziskavi nas je zanimala fiziološka meja rasti štirih preučevanih vrst (A. pullulans, 
A. melanogenum, A. subglaciale in A. namibiae) v odvisnosti od dveh posameznih in 
sočasnih stresnih dejavnikov (koncentracije NaCl in temperature), kot tudi njihova 
sposobnost razgradnje določenih preprostih in kompleksnih virov ogljika pri različnih 
pogojih. Rezultate o fizioloških mejah rasti smo pridobivali v seriji poskusov na trdnih 
gojiščih, kjer smo ugotavljali optimalne meje rasti posamezne vrste ter skrajne meje 
tolerance pri določenih pogojih. Kvasovke smo gojili na različnih gojiščih YNB z 
glukozo in različnimi koncentracijami soli (0 %-20 %) ter jih inkubirali pri različnih 
temperaturah (0 °C-42 °C). Ko smo določili fiziološke meje rasti smo si z dobljenimi 
rezultati o njihovih optimalnih temperaturnih pogojih rasti pomagali pri dokazovanju 
encimskih aktivnosti na trdnih gojiščih z različnimi kompleksnimi viri ogljika (škrob, 
celuloza, pektin, ksilan, kazein, lignin, taninska kislina, tributirin, naftalen, hitin, 
Tween-80). Na tak način smo dobili seznam nekaterih kompleksnih virov ogljika, ki jih 
preučevane vrste dobro in/ali zadovoljivo razkrajajo ter nekatere, ki jih niso sposobne 
učinkovito izkoriščati kot vir energije pri določenih temperaturah (15 °C, 24 °C in 
30 °C). Encimske aktivnosti smo preučili še v tekočih gojiščih, in sicer z merjenjem 
metabolne aktivnosti preko redukcije barvila resazurina, s čimer smo vzpostavili in 
optimizirali omenjeno metodo in s tem naredili pomemben doprinos k nadaljnjim 
raziskavam. Po dobljenih rezultatih smo izmed nabora kompleksnih virov ogljika izbrali 
štiri na/v katerih so vse štiri preučevane vrste dobro uspevale in v literaturi poiskali 
encim, ki ta vir ogljika razgrajuje. Za potrditev teh encimskih aktivnosti smo primerjali 
zapise petih encimov (alfa-amilaza, gama-amilaza, endo-1,4-beta ksilanaza, alkalna 
serinska proteaza in pektin liaza) iz genomskih zaporedjih željenih proteinov 
referenčnih sevov. Glede na poravnavo in ujemanje izbranih sekvenc smo potrdili, 
katera od naših vrst vsebuje genski zapis za iskani encim. 
 
Rezultati natančno opredeljujejo temperaturne in slanostne meje rasti vseh štirih 
kvasnih sevov/vrst rodu Aureobasidium z znanim genomskih zaporedjem in potrjujejo 
njihov velik encimski potencial. 
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Priloga A: Preglednica rasti štirih vrst kvasovk na agarnih ploščah z različnimi viri 
ogljika in 10 % NaCl pri različnih temperaturah po 22 dneh rasti 
 
Preglednica A: Rast vseh 4 vrst kvasovk na gojišču YNB z različnimi viri ogljika po 22  dnevih pri 
različnih temperaturah in 10% NaCl 
Temperatura 15 °C 24 °C 30 °C 
Vir ogljika + 10% NaCl P M S N P M S N P M S N 
YNB brez glukoze - - - - - - - - - - - - 
Kazein + ± + ± + + + + + + ± ± 
Ksilan - ± - - - + - - - - - - 
Pektin ± ± ± ± ± + + ± ± ± - ± 
Lignin - - - - - - - - - - - - 
Škrob - - - - ± ± - - - - - - 
Tween-80 + ± + ± + + + + + + - ± 
Tributirin - - - - - ± - - - - - - 
Taninska kislina ± ± - - - + - - - - - - 
Hitin ± ± ± ± ± ± - - - ± - - 
Celuloza - - - - ± ± - - - - - - 
Naftalen - - - - - - - - - - - - 
P (A. pullulans); M (A. melanogenum); S (A. subglaciale); N (A. namibiae); (-) ni rasti kvasovk; (±) rast v 
zametkih/slaba rast kvasovk (2r kolonij < 5 mm); (+) dobra rast kvasovk (5 mm < 2r kolonij < 10 mm); 
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Priloga B: Rezultati preliminarnega testa s preprostimi in kompleksnimi viri ogljika 
 
 
Slika B: Fluorescenca resazurina pri ekscitaciji 535 nm in emisiji 595 nm v posamezni luknjici 
mikrotitrske plošče po 4 dneh inkubacije pri 24 °C. Po dodatku resazurina smo plošče inkubirali 2 uri pri 
30 °C. Belo obarvane luknjice so bile ali prazne ali pa je njihova fluorescenca bila nižja oziroma enaka 
fluorescenci negativne kontrole. Shema prikazuje vsebino posamezne luknjice mikrotitrske plošče, kjer 
številke označujejo zaporedno številko stolpca in/ali vrstice mikrotitrske plošče 
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Priloga C: Fotografija s posebno lučjo osvetljenih mikrotitrskih plošč z nacepljenimi 
preprostimi in kompleksnimi viri ogljika, kvasnimi celicami in dodanim resazurinom 
 
 
Slika C: Fotografija s posebno lučjo osvetljenih mikrotitrskih plošč z nacepljenimi preprostimi in 
kompleksnimi viri ogljika, kvasnimi celicami in dodanim resazurinom. Modra barva predstavlja nizko 
metabolno aktivnost celic, bledo roza barva pa visoko metabolno aktivnost celic. Luknjice rumene barve 
ne vsebujejo ničesar. Plošči sta bili inkubirani 4 dni pri 24 °C, po dodatku resazurina pa še dodatni 2 uri 
pri 30 °C. Zgornja plošča vsebuje celice A. pullulans (1-6 stolpec) in A. melanogenum (7-12 stolpec), 
spodnja plošča pa celice A. subglaciale (1-6 stolpec) in A. namibiae (7-12 stolpec) 
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Priloga D: Zapisi proteinskih zaporedij encimov referenčnih sevov uporabljenih pri 
dokazovanju posameznih encimov znotraj genskih zaporedjih štirih vrst izbranih 
kvasovk (v FASTA formatu) 
 
Aureobasidium pullulans NRRL Y-12974: proteinsko zaporedje alfa-amilaze 
 














Aureobasidium pullulans NRRL Y-12974: proteinsko zaporedje gama-amilaze/ 
glukoamilaze 
 














Aureobasidium pullulans ATCC-20524 (Aureobasidium melanogenum): proteinsko 
zaporedje endo-1,4-beta ksilanaze 
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Aureobasidium pullulans AFTOL-ID 912: proteinsko zaporedje pektin liaze 
 













Aureobasidium pullulans HN2-3: proteinsko zaporedje  alkalne serinske proteaze 
 
>ABY51684.1 alkaline serine protease [Aureobasidium pullulans] 
MWKKSVAVLSAIASLAMAAPVPQDAAAAPATTKYIITLKPGIDPEVGISHINWA
GDLHRRGIYRRQENGTVEEDLKVFKVADFNAYAGSFDEETIAELKASNEVAVV
EEDLPIYMTAITSQTGSTWGLGRISQRNYAANTYYYDTSAGAGTYGYVIDSGIN
INHVEFGGRASLGSNFVGGSHIDDAGHGTHVAGTIGGSTYGVAKKANLISVKVF
GSSGSSSTSTIMKGFEWAANDIINKGRTGKSVINMSLGSEDSVSTAFNSLVNAAS
QQGVLSVVAAGNGISNPRTGAFQEAIDASRTSPASASSAITVGAIGSNNARAYFS
NFGSTVDVFAPGLNVLSAWIGSTTATNTISGTSMACPHVVGLALYLKGLESGLD
SVSAITNRIIALSTTGQGTDLKSGSPNRIVYNNSGR 
 
 
 
